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I. Wstep

1. Genetyczny dowod w badaniach identyfikacyjnych.

Wprowadzenie analizy genetycznej to najwigkszy sukces w obszarze nauk medyczno
— sadowych, ktéry dokonat si¢ na przestrzeni ostatnich dwudziestu lat minionego
stulecia. Stanowi ona obecnie najskuteczniejsze narzedzie w egzekwowaniu

prawa [31].

Poza rozwigzywaniem problemow w aspekcie kryminalistycznym analizy genetyczne
stosowane sg do identyfikacji zwlok i szczatkéw ludzkich pochodzacych z katastrof
masowych, ustalenia tozsamosci osOb zaginionych. W sprawach alimentacyjnych
stanowig rozstrzygajacy wynik w przypadku spornego ojcostwa, a w sprawach
spadkowych czy imigracyjnych pozwalaja ustali¢ stopien pokrewienstwa badz je

wykluczy¢.

Ciagle poszerzanemu spektrum badan genetyczno — sadowych towarzyszy rozwoj
metod badawczych bazujacych na zaawansowanych technikach z zakresu biologii
molekularnej. Rozwoj ten nie bylby mozliwy bez tancuchowej reakcji polimerazy
(ang. Polymerase Chain Reaction — PCR) opracowanej przez Kary Mullisa, ktora
obecnie stanowi podstawe metod stosowanych w badaniach genetycznych [37].
Wzrastajgca czuto$¢ oznaczen umozliwia przeprowadzenie identyfikacji osobniczej
na podstawie kilku, a w szczegdlnych sytuacjach nawet jednej diploidalnej komorki
ludzkiej, ktéra zawiera 6 pg DNA, co sprawia, ze pojecie zbrodni doskonatej

w obecnych czasach nie istnieje [57].

Poczatki analiz genetycznych dla celéw sadowych wigzaly si¢ z badaniem
polimorfizmu dtugosci fragmentow restrykcyjnych (ang. Restriction Fragments Lenght
Polymorphism — RFLP) sekwencji powtorzonych 9 — 100 par zasad okreslanych
mianem zmiennej liczby tandemowych powtorzen (ang. Variable Number of Tandem
Repeats — VNTR). Ich odkrycie w roku 1985 zawdzigczamy Jeffreysowi i wsp. [27].
W sadzie typowanie VNTR zostato wykorzystane po raz pierwszy w roku 1986 jako

dowod w sprawie dotyczacej gwattu i zabojstwa dwoch dziewczynek. Byla to zarazem
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pierwsza sprawa, w ktorej dzieki wykorzystaniu analizy DNA ujgto sprawce oraz

oczyszczono z zarzutoOw podejrzanego [49].

Od weczesnych lat 90 —tych w badaniach identyfikacyjnych wykorzystywane sa
krotkie sekwencje tandemowych powtdérzen (ang. Short Tandem Repeats — STR),
nazywane takze mikrosatelitarnymi. Po raz pierwszy zostaly one opisane przez
Edwardsa 1 wsp. [18]. Motyw repetytywny stanowi tu 2 — 6 nukleotydéw
powtarzajacych si¢ w okreslonym miejscu genomu — locus $rednio od kilku do

kilkunastu razy tworzac czasteczki w granicach 100 — 450 par zasad [11,48].

Analiza autosomalnych markerow STR stanowi obecnie standard zar6wno
w identyfikacji osobniczej, jak 1 w analizie pokrewienstwa ze wzgledu na dobrze
poznany mechanizm ich dziedziczenia [22]. Analiza markerow STR jest takze
korzystna ze wzgledu na ich stosunkowo regularng, powtarzalng sekwencje, niewielkie
rozmiary czgsteczki oraz efektywny proces amplifikacji, przy zastosowaniu reakcji

typu multiplex — PCR [45,54].

Niezagrozona pozycja markeréw STR w badaniach z zakresu genetyki medyczno —
sadowej jest zwigzana takze z rozbudowanym systemem baz danych na Swiecie
opracowanych w oparciu witasnie o te markery. Tworzenie baz danych zostato
zapoczatkowane w 1994 roku w Stanach Zjednoczonych przez FBI (ang. Federal
Bureau of Investigation). Powstat wtedy system ,,CODIS” (ang. Combined DNA
Index System), ktéry pozwala na gromadzenie 1 poréwnywanie profili DNA. Wkroétce
potem, w roku 1995 Forensic Science Service w Wielkiej Brytanii utworzylo wtasna
baz¢ danych, ktéra obecnie jest najwigksza na $wiecie. Wedlug raportu
opublikowanego w grudniu 2014 roku, w brytyjskiej bazie znajduje si¢ 5 716 085
profili DNA [39]. W kolejnych latach bazy danych powstaty w takich krajach jak
Holandia, Austria i Niemcy. Od 2007 roku réwniez w Polsce funkcjonuje policyjna

baza danych ,,Genom” [7,42,48].

W celu zapewnienia kompatybilnosci danych, mozliwosci ich wymiany
1 porownywania narodowe bazy danych STR opieraja si¢ o zakresy ENFSI Iub
CODIS. Istnieje wspolny rdzen 7 loci STR dla wszystkich narodowych baz danych,



sg tzw. loci ENFSI: D3S1358, vWA, D8S1179, D21S11, D18S51, THO1 i FGA [17].
System CODIS obejmuje 13 loci, w ktorych sktad wchodzi 7 loci ENFSI oraz
6 dodatkowych: CSF1PO, D5S818, D7S820, D13S317, TPOX oraz D16S539 [43].

2. Etapy analizy genetyczno — sadowej.

Standardowa identyfikacja z zastosowaniem markerow STR opiera si¢ na pobraniu
materiatu, izolacji DNA, ocenie uzyskanego DNA, reakcji tancuchowej polimerazy
(PCR) 1 detekcji produktow amplifikacji. Etapy analizy, ktore prowadza do uzyskania

profilu STR zostaly przedstawione na Rycinie 1.

Ogledziny materiatu dowodowego
Testy jako$ciowe
Typowanie $ladow

\

Izolacja DNA

\

Ocena ilosciowa 1 jakosciowa DNA

\

Reakcja PCR

\

Detekcja DNA

\

Ocena warto$ci dowodowej
uzyskanych profili DNA

Rycina 1. Etapy genetyczno — sagdowej analizy materiatu prowadzacej do uzyskania
specyficznego osobniczo profilu DNA.

Opracowanie wlasne na podstawie Applied Biosystems. AmpF{STR® NGM™ PCR
Amplification Kit. User guide. USA, 2015, 4425511 Rev. G: 15



Uzyskanie profilu STR z materialu dowodowego jest mozliwe dzieki multipleksowe;]
reakcji PCR. Po raz pierwszy zostala ona zastosowana w 1988 roku [12]. Jednoczesne
powielenie wielu regionéw matrycowego DNA stalo si¢ mozliwe dzigki
wykorzystaniu wielu par starteréw znakowanych réznymi fluorochromami, co dato

mozliwos$¢ jednoczesnej detekcji markerow o tym samym zakresie wielkosci [7,56].

Zastosowanie multipleksowych zestawow STR pozwala na ograniczenie do minimum
ilosci matrycowego DNA izolowanego zaledwie z kilkudziesigciu, a nawet kilku
komoérek. Ma to istotne znaczenie w analizie genetyczno — sadowej, w ktorej
dysponuje si¢ czesto $ladowa iloscia DNA. Dodatkowym atutem réwnoczesnego
powielenia wielu loci jest znaczne skrocenie czasu 1 kosztow analizy przy istotnym

wzroscie jej wartosci dowodowej [45,54].

Rozdzial powielonych fragmentow DNA moze odbywac si¢ z zastosowaniem techniki
elektroforezy kapilarnej. Czasteczki DNA natadowane ujemnym ladunkiem
elektrycznym migruja w kierunku elektrody o dodatnim tadunku w cienkich
kwarcowych rurkach. Migrujace DNA poddawane jest dziataniu $wiatla lasera
ikamery CCD (ang. Charge Coupled Device). Laser emitujagc promieniowanie
powoduje wzbudzenie barwnikéw fluorescencyjnych, ktorymi sg wyznakowane
primery, natomiast kamera CCD odczytuje emisj¢ fluorescencji fali $wiatta
o okreslonej dtugosci, ktoéra wystepuje kazdorazowo, gdy w okienku detekcji pojawi
si¢ allel. O detekcji decyduje sygnat fluorescencji powyzej minimalnego sygnatu
roznicujacego MDS (ang. Minimum Distinguishable Signal). Jest to sygnal produktu
przedstawiony w formie piku, ktéry odrdzniany jest od szuméw. Intensywno$¢
Swiecenia barwnikow fluorescencyjnych zalezy od ilosci produktéw amplifikacji
i mierzona jest za pomoca wzglednej jednostki fluorescencji — RFU (ang. Relative
Fluorescence Unit) [9]. Detekcji podlegaja tez fragmenty DNA o znanej dhlugosci
petnigce role wzorca wyznakowanego odmiennym barwnikiem fluorescencyjnym. Po
zebraniu przez detektor sygnatow nastepuje analiza komputerowa. Symbole liczbowe
przypisywane sa poszczegdlnym produktom PCR i odpowiadajg liczbie jednostek
repetytywnych, ktére obecne s3 w namnozonym fragmencie. Poprzez poréwnanie do

wzorca oraz drabiny allelicznej o znanych wariantach powtarzalnych dokonuje si¢



pomiaru  dlugosci 1 ilosci tandemowych powtérzen  wszystkich alleli
charakterystycznych dla badanego profilu genetycznego. Elektroforeza kapilarna
wykazuje wysoka precyzje analizy, co daje mozliwos¢ detekcji fragmentéw DNA

roznigcych si¢ jedng parg zasad [7,54].

3. Ograniczenia w profilowaniu DNA.

W praktyce badawcze; z zakresu genetyki sadowej spotykamy si¢ z takimi
ograniczeniami jak: obecno$¢ inhibitoréw, kontaminacja, degradacja czy tez
mieszaniny DNA. Czynniki te mogg spowodowaé w procesie profilowania DNA
wystgpienie zjawiska nadmiernej amplifikacji jednego =z alleli w locus
heterozygotycznym (amplifikacja preferencyjna), wypadni¢cie allelu (ang. drop — out),
wstawienie przypadkowego allelu (ang. drop — in), wzrost poziomu stutterow
odczytywanych jako fatszywe allele. W wyniku tego procedura profilowania moze
zakonczy¢ si¢ uzyskaniem czesciowego badz nieprawidtowego profilu DNA, brakiem

mozliwos$ci jego poprawnej interpretacji, a nawet niemoznoscig jego odczytu [13].

Inhibicja reakcji PCR jest najczgstsza przyczyng niepowodzen profilowania DNA. Jest
to do$¢ powszechne zjawisko w praktyce genetyczno — sadowej. Przyktadami
inhibitoréw sg substancje pochodzenia zewngtrznego jak i wewnetrznego, np.: tanina
(inhibitor polimerazy Taq), sole kwasow zoélciowych, kwasy humusowe, hematyna
i melanina (hamuja przytaczenie DNA), kolagen, izotiocyjanian guanidyny, mocznik
(zaburzaja dziatanie polimerazy), heparyna i jony Ca®" (uniemozliwiaja przylaczenie
sic jonow Mg®" do enzymu polimerazy powodujac jego dezaktywacje). Metody
stosowane do izolacji DNA ukierunkowane s3 na usunigcie inhibitoréw reakcji
amplifikacji obecnych w badanych prébach, ktére wykrywane sg za pomocg metody
real — time PCR [1,23,28.44,47].

W celu zminimalizowania dzialania inhibitorow mozna zastosowaé rozcienczenie
proby, ktére spowoduje rowniez rozcienczenie inhibitorow 1 umozliwi reakcje
amplifikacji przy mniejszej ilosci czynnika hamujacego. Alternatywnie dodanie

wiekszej 1losci DNA umozliwi przeprowadzenie reakcji amplifikacji czasteczek DNA,



ktore nie ulegly inhibicji. Czynnikiem minimalizujagcym inhibicj¢ PCR jest dodanie
albuminy surowicy bydlgcej badZz betainy, a czynnikiem neutralizujgcym dzialanie

inhibitorow polimerazy jest dodanie wodorotlenku sodu [10].

Problemem czgsto spotykanym w badaniu genetyczno — sadowym jest analiza
sladowych ilosci DNA. Metoda opracowang do rozwigzania tego typu problemu jest
profilowanie DNA niskiej liczby kopii (ang. Low Copy Numer — LCN), ktorg nalezy
zastosowac przy analizie prob zawierajacych pojedyncze komorki. Metoda ta opiera
si¢ na zwigkszeniu liczby cykli reakcji amplifikacji w celu zwigkszenia czulosci
stosowane] metody. Podej$cie to przynosi do$¢ zadowalajace efekty, ale wymaga
ostrozno$ci w interpretacji wynikow w zwigzku z powieleniem artefaktowych

sekwencji 1 zwigzanych z tym btedow identyfikacyjnych [46,57,58].

Kolejnym wyzwaniem dla genetyka sgdowego jest analiza wynikdéw stanowigcych
mieszaning profili DNA. Istotne jest stosowanie wysoce czutych metod, ktoére pozwola
stwierdzi¢ obecno$¢ DNA mniejszej komponenty i obliczy¢ jej procentowy udziat
w mieszaninie. Obecnos¢ mieszaniny mozna stwierdzi¢, gdy w poszczegolnych loci
wystepuje powyzej 2 alleli. Jednakze przy uzyskaniu trzech lub wigcej pikéw nalezy
wzig¢ pod uwage, iz moga stanowi¢ one artefakty czy tez stuttery reakcji PCR, a nie
wlasciwe allele mieszaniny DNA. Dodatkowe piki obecne w pojedynczym locus moga

by¢ tez wynikiem mutacji, np. translokacji czy trisomii [14,22].

Praca genetyka sgdowego wiaze si¢ takze z analiza materiatow zawierajacych
zdegradowany DNA. Obecne s3 zestawy, ktére poza detekcja specyficznie ludzkiego
DNA daja mozliwos¢ oceny jakosci materialu genetycznego. Detekcja
zdegradowanego DNA opiera si¢ na rownoczesnej amplifikacji dwoch sekwencji
autosomalnych — jednej kroétkiej, drugiej dhugiej. Gdy integralnos¢ DNA jest
nienaruszona oba amplikony powielg si¢ z taka sama wydajnoscig. Wtedy stosunek
stezen krotkiej sekwencji do dtugiej jest rowny 1. Przy zdegradowanym DNA
sekwencja dhuzsza replikuje si¢ z mniejszg wydajnoscig. Nastepuje wtedy wzrost

wskaznika begdacego ilorazem stezen amplikonu krotszego 1 dtuzszego [24,32,53].
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Precyzyjne okreslenie stezenia i1 jakosci DNA w badanej probie daje informacje
o mozliwo$ci ustalenia specyficznego osobniczo profilu STR. W przypadku stabe;j
jakosci czy tez S$ladowej iloSci analizowanej proby ustalenie profilu DNA na
podstawie markerow STR nie zawsze jest mozliwe. Pracujac z proba o silnej
degradacji DNA pomocne w detekcji polimorfizmu sg markery typu SNP (ang. Single
Nucleotide Polymorphism) o zmienno$ci w obrgbie pojedynczych nukleotydow,
wystepujace srednio co 100 — 300 par zasad w genomie. Markery SNP znalazty takze
zastosowanie w analizie pochodzenia biogeograficznego ze wzgledu na istotne réznice
w czestosci alleli pomigdzy grupami etnicznymi oraz przy ustalaniu pamigciowego
portretu cech sprawcy na podstawie profilu genetycznego. W przypadku pracy ze
sladowym, zdegradowanym materialem, przy analizie ko$ci czy trzondéw
wloséw analiza mitochondrialnego DNA (ang. mitochondrial DNA — mtDNA)
z wykorzystaniem techniki sekwencjonowania czg¢sto stanowi jedyng szans¢ na
genetyczng indywidualizacje probki. Daje mozliwos¢ identyfikacji zwlok 1 szczatkow
ludzkich woparciu o badanie nawet bardzo dalekich krewnych w linii

matczynej [7,60].

4. Analiza ilosciowa i jakosciowa DNA.

4.1. Nieselektywne metody pomiaru stezenia DNA.

Z analitycznego punktu widzenia krytycznym etapem, ktéry wptywa na skuteczno$¢
profilowania DNA jest pomiar ilo§ci materialu genetycznego w badanych probach.
Oszacowanie st¢zenia wyizolowanego DNA warunkuje prawidlowy przebieg analizy
profilowania, dla ktérej wymagany jest waski zakres optymalnej ilosci DNA

matrycowego [7,53].

Szybka i prosta metodg pomiaru w szerokim zakresie stezenia DNA jest technika
spektrofotometryczna wykorzystujaca zjawisko absorpcji  promieniowania UV
o dlugosci fali 260 nm przez zasady azotowe kwaséw nukleinowych. Poprzez
wyznaczenie wskaznika 260/280 mozliwa jest ocena czystosci izolatu DNA. Inna

metoda umozliwiajagca pomiar st¢zenia DNA polega na zastosowaniu barwnika

11



fluorescencyjnego wigzacego si¢ z dwuniciowym DNA, ktory emituje $wiatto
o odpowiedniej dlugosci fali. Sila emisji jest proporcjonalna do ilosci barwnika
zwigzanego z DNA, a tym samym do stezenia DNA w probie [25,40,41]. Reakcja
PCR w czasie rzeczywistym (ang. real — time PCR) z zastosowaniem fluorochromu
niespecyficznie interkalujgcego miedzy dwuniciowag strukture DNA pozwala
na automatyzacje oraz uzyskanie wysokiej czutosci, co daje jej przewage w stosunku

do innych technik pomiaru stezenia DNA [21,30].

4.2. Selektywne metody analizy stezen oraz oceny jakosciowej DNA.

Obecnie do oceny DNA w genetyce sadowej najczesciej wykorzystywana jest technika
ilosciowej reakcji fancuchowej polimerazy — QR — PCR (ang. quantitative real — time
PCR) z zastosowaniem sond TagMan. Pozwala ona na przeprowadzenie selektywne;j
detekcji 1 oceny ilosci ludzkiego autosomalnego czy tez meskiego DNA w prébach.
Dodatkowo daje ona mozliwos¢ wykrycia inhibitorow reakcji PCR oraz oceny stopnia

degradacji DNA [29,36].

Zestaw Quantifiler Duo Quantification Kit firmy Applied Biosystems opiera si¢ na
metodzie multipleks real — time PCR. Umozliwia on detekcj¢ ludzkiego 1 meskiego
DNA w oparciu o sondy odpowiednio komplementarne do sekwencji autosomalne;j
czy tez sekwencji chromosomu Y. Pozwala na ocen¢ domieszki meskiego komponentu
DNA obecnego w mieszaninie zawierajacej znaczng przewage zenskiego DNA, co jest
szczegblnie przydatne w analizie materiatow pochodzacych z przestepstw

popetianych na tle seksualnym [5].

Jedna z sond uzytych w tym zestawie jest komplementarna do sekwencji autosomalne;j
DNA cztowieka — sekwencji genu RPPHI1 zlokalizowanego na chromosomie 14
o dhugosci amplikonu 140 par zasad. Druga sonda wykrywa selektywnie meskie DNA
bedac komplementarng do sekwencji genu SRY o dtugosci 130 par zasad. Dodatkowo
w sklad zestawu wchodzi kontrola wewnetrzna — IPC (ang. Internal PCR Control)
1jest oznaczana za pomocg trzeciej sondy komplementarnej do syntetycznej sekwencji

o dlugosci 130 par zasad [4,29]. Szczegdotowa charakterystyke sekwencji
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wykrywanych przez sondy TaqMan zawarte w zestawie Quantifiler Duo

przedstawiono w Tabeli 1.

Tabela 1. Charakterystyka sekwencji genomu ludzkiego, dla ktérych zaprojektowane
zostaly sondy TagMan w zestawie Quantifiler Duo.

Sekwencja Gen Lokahzac;a D%ugosc N0 s | ol
docelowa docelowy W genomie amplikonu
Rybonukleaza
Sekwencja P RNA .
ludzka Komponenta 14ql11.2 140 pz 85495 diploidalny
H1 (RPPH1)
Sekwencja .
meska Gen SRY Ypll.3 130 pz 6736 haploidalny

Opracowano na podstawie Tab.1-1 Applied Biosystems. Quantifiler® Duo DNA Quantification Kit. User’s
manual. USA, 2008, 4391294 Rev. A

Kazda z sond wyznakowana jest innymi znacznikami fluorescencyjnymi, ktore

wykazujg rdzne zakresy emisji §wiatla, co obrazuje Rycina 2.

¥ | |
TagMan Male _— '\ e —— T
= l,/' - -

r 1
\520 nm ~550nm  -580 nm  ~610 nm ~670 nm
FAM . * TAMBA « ROX CY5
= SYBR Green VIC NED
TagMan Human TaqgMan IPC

Rycina 2. Znaczniki fluorescencyjne VIC, FAM, NED wykorzystane do znakowania
sond wykrywajacych sekwencje: RPPH1, SRY, IPC, uzyte w zestawie
Quantifiler Duo.

Opracowano na podstawie Fig.1-7 Applied Biosystems. Quantifiler® Duo DNA Quantification
Kit. User’s manual. USA, 2008, 4391294 Rev. A
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Sondy wyznakowane barwnikami fluorescencyjnymi emituja promieniowanie o roznej

dtugosci fali. Reporter (ang. Reporter — R) przylaczony jest do konca 5° sondy,

podczas gdy wygaszacz (ang. Quencher — Q) przylaczony jest do konca 3’ sondy.

W stanie spoczynku, gdy w prébie nie sg obecne szukane sekwencje DNA emisja

promieniowania fluorescencyjnego reportera jest absorbowana przez wygaszacz

znajdujacy si¢ w jego bliskim potozeniu. Obecnos¢ badanych sekwencji DNA

powoduje zwigzanie sond 1 zaj$cie replikacji. W czasie reakcji amplifikacji polimeraza

DNA, ktéra wykazuje aktywno$¢ 5° —egzonukleazy w fazie wydluzania powoduje

hydrolize¢ sondy, co skutkuje oddaleniem reportera od wygaszacza. To z kolei

prowadzi do swobodnej emisji promieniowania fluorescencyjnego (Rycina 3).

®

/ Polimeryzacja

Forward TagMan ¢ ™
primer 5 probe _/’
. 57
3 5’
5 =2
Reverse
primer
Rozszczepienie sondy
_ z uwolnieniem reportera
Forward »> [ Qﬂ\
primer > _/J .
35 3 - (wzbudzenie
5 = fluorescenciji)
Reverse
primer
Zakonczenie
Forward Q / . .o
P * o p polimeryzacji
57 - ew -
3
5’ m— = 3

Reverse
primer

Rycina 3. Schemat reakcji real — time PCR z wykorzystaniem sondy TaqgMan.

Opracowane na podstawie Fig. 3.4. Butler J.M. Advanced Topics in Forensic DNA Typing:
Methodology, Academic International Press, 2011, 56

Sondy molekularne, ktére zwiazg si¢ do czastek DNA w badanej prébie emitujg site

sygnatu fluorescencji, ktéra jest wprost proporcjonalna do st¢zenia ludzkiego czy tez

meskiego DNA [10,20].
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Stezenie sekwencji badanej, powielanej podczas PCR, oceniane jest na podstawie
liczby cykli reakcji potrzebnych do powstania takiej liczby czastek produktu, ktora
wygeneruje sygnat fluorescencyjny o intensywnosci powyzej tzw. warto$ci progowe;j
(F; — fluorescence treshold). Liczba cykli, ktéra jest potrzebna do przekroczenia
progowej wartosci jest odwrotnie proporcjonalna do ilosci amplikonu wykorzystanej
do reakcji. Cykl, przy ktorym dochodzi do przekroczenia progowej fluorescencji nosi
nazwe cyklu progowego (ang. treshold cycle — C;) 1 rozpoczyna on etap
wyktadniczego gromadzenia si¢ produktu. Technika QR — PCR umozliwia pomiar
przyrastajacej ilosci produktu w kazdym cyklu reakcji amplifikacji, ktora jest zalezna

od ilosci DNA uzytej do reakcji, a takze wydajnosci reakcji amplifikacji [3,4,31,55].

Dodatkowo zestaw umozliwia detekcje inhibitorow obecnych w probach poprzez
wprowadzenie sekwencji syntetycznego oligonukleotydu o pewnym stezeniu znanym
przez producenta, okreslanego mianem kontroli wewngtrznej (IPC), do ktorej
przyporzadkowana jest znana wartos¢ C,. W prawidtlowych warunkach reakcji zawarta
jest ona pomiedzy 28 a 31 cyklem reakcji. Jezeli przy zastosowanej kontroli
wewnetrzne] uzyskuje si¢ wyzszg warto§¢ C, od spodziewanej oznacza to, ze
w mieszaninie reakcyjnej obecne sg inhibitory obnizajace efektywnos$¢ prowadzonej
reakcji powielania. Producent wskazuje rowniez na mozliwos$¢ przesuniecia cyklu Ct
dla IPC w kierunku wyzszych wartosci w zwigzku z wysokim stgzeniem DNA

w probie badanej [4,28,47].

5. Walidacja w laboratoriach genetyczno-sadowych.

Zwazajac na moc dowodowsa, jaka daje profilowanie DNA, niezwykle wazne jest
przeprowadzanie analiz genetycznych w oparciu o S$ci§le okre§lone, wysokie
standardy. Pozwalaja one na ujednolicenie procedur badawczych, a dzigki temu
wymian¢ danych pomigdzy laboratoriami. Uczestnictwo w testach bieglosci jest
istotnym narzedziem w monitorowaniu jakosci wykonywanych oznaczen dla potrzeb
wymiaru sprawiedliwos$ci. Uzyskiwane certyfikaty Miedzynarodowego Towarzystwa
Genetyki Sadowej (ang. International Society of Forensic Genetics — ISFQG),
Niemieckiej Grupy ds. Profilowania DNA (ang. German DNA Profiling Group —
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GEDNAP) czy tez atesty Polskiego Towarzystwa Medycyny Sadowej i Kryminologii
(PTMSIK) potwierdzaja wlasciwe wykonywanie oznaczen DNA z zakresu badania
sladow biologicznych oraz ustalania ojcostwa. Nieodzownym elementem
zapewniajacym kontrole nad wiarygodnos$cia wykonywanych badan jest

przeprowadzanie walidacji stosowanych metod oraz aparatury badawcze;.

Walidacja to proces, w ktérym procedura badawcza zostaje oceniona pod wzgledem
jej efektywnosci 1 wiarygodno$ci. Migdzynarodowa Organizacja Normalizacyjna
(ang. International Standards Organization — ISO) w normie ISO PN/EN 17025: 2005
naktada na laboratorium obowigzek przeprowadzenia walidacji metod badawczych
1 okreslenia zakresu niepewnosci wynikow badan [34,35,52]. Norma ta nie wskazuje
sposobu, w jaki ma zosta¢ przeprowadzona, przedstawia tylko dziatania 1 narzedzia
mogace jej shuzyC. Sposoby 1 zasady przeprowadzenia walidacji w laboratoriach
genetyczno — sagdowych wykonujacych badania DNA zostaly przedstawione w postaci
wytycznych 1 wskazowek organizacji zajmujacych si¢ ta tematyka, tj. Naukowej
Grupy Roboczej ds. Analizy DNA (ang. Scientific Working Group on DNA Analysis
Methods - SWGDAM), a takze Grupy Roboczej ds. DNA Europejskiej Sieci
Laboratoriow Nauk Sadowych (ang. DNA Working Group of the European Network
of Forensic Science Institutes — DNA WG ENFSI).

Chcac wprowadzi¢ badz zmodyfikowaé technologie analizy DNA w kryminalistyce
wymagane sg dwa typy walidacji — rozwojowa 1 wewnetrzna (ang. developmental and
internal validation). Producenci, organizacje techniczne, instytucje akademickie czy
laboratoria naukowe muszg przeprowadzi¢ walidacje rozwojowa przy wprowadzaniu
nowej metody na potrzeby analizy DNA. Z kolei walidacja wewnetrzna
przeprowadzana jest w laboratorium, ktore zamierza stosowa¢ dang procedure.
Stanowi ona wewnetrzny test niezawodnos$ci metody, a takze pozwala na zbadanie jej
ograniczen i weryfikacj¢ oznaczen przeprowadzonych przez producenta. Dzigki temu
mozna okresli¢, na ile procedura ta jest skuteczna w warunkach pracy konkretnego

laboratorium [16,50,52].
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Do przeprowadzenia walidacji systemu Quantifiler Duo DNA Quantification Kit

poddano ocenie:

1. Precyzje metody w zakresie powtarzalnosci i odtwarzalnosci.

Precyzja metody to stopien zgodnosci migedzy niezaleznymi wynikami uzyskanymi
w serii oznaczenh w trakcie analizy danej probki. Nie odnosi si¢ ona do rzeczywistej
lub okreslonej wartosci, natomiast jest miarg rozrzutu wynikoéw pomiarow wokot

wartos$ci srednie;.

Powtarzalnos¢ ocenia precyzje wynikow uzyskanych z pomiaréw przeprowadzonych
przez te sama osob¢ w tych samych warunkach pomiarowych (dane laboratorium,
analityk, przyrzad pomiarowy, odczynniki). Wyrazana jest za pomocg odchylenia
standardowego, wariancji, wzglednego odchylenia standardowego lub wspoétczynnika

zmiennosci.

Odtwarzalnos$¢ opisuje precyzje wynikéw uzyskanych przez roznych analitykow lub

w pewnym odstepie czasowym z zastosowaniem danej metody pomiarowej [38,59].

2. Czulos¢ metody obejmuje wyznaczenie zakresu stezen, dla ktorych wyniki
oznaczen sg wiarygodne. Obejmuje takze analiz¢ efektu stochastycznego, ktory
wystepuje w przypadku badania prob zawierajagcych DNA w niewielkiej ilosci i/lub
jakosci, co skutkuje utrata precyzji badz brakiem detekcji w wykonywanych

oznaczeniach.

3. Analize mieszanin poprzez detekcj¢ komponent obecnych w prébach
i wyznaczenia minimalnego wykrywanego odsetka meskiego DNA.

Dodatkowe aspekty procedury walidacyjnej obejmujg zestawienie z innymi metodami
badawczymi z uwzglednieniem zakresOw pomiarowych, na jakich opierajg si¢

rutynowe oznaczenia [16,50].

17



II. Cel pracy

Kazda procedura, ktora ma znalez¢ zastosowanie w laboratorium wymaga
przeprowadzenia walidacji wewnetrznej. Daje to gwarancje wiarygodnosSci

1 powtarzalno$ci uzyskiwanych wynikow.

Ocena jakosciowa i ilosciowa DNA w oparciu o reakcje real —time PCR jest
krytycznym etapem w analizie genetyczno —sadowe] poprzedzajacym uzyskanie

osobniczo specyficznych profili DNA.

Celem niniejszej pracy bylo przeprowadzenie walidacji wewnetrzne] zestawu

Quantifiler Duo DNA Quantification Kit firmy Applied Biosystems.

Procedura walidacyjna obejmowatla:

1. Stworzenie krzywej standardowej zaleznos$ci cyklu C; wzgledem stgezenia DNA.
2. Analiz¢ wskaznika inhibicji (IPC) w badanych probach.

3. Oceng precyzji metody w zakresie powtarzalnosci 1 odtwarzalnos$ci pomiarow.

4. Okreslenie czulo$ci metody badawczej na podstawie ustalenia dolnego progu

detekcji 1 analizy mniejszosciowej komponenty mieszaniny DNA.

5. Porownanie uzyskanych wynikéw stezen dla prob kontrolnych ze stezeniami

podanymi przez producenta.

6. Pordwnanie przeprowadzonych pomiaréw stezen technikg real — time z pomiarami

uzyskanymi w oparciu o metode¢ fluorymetryczna.

7. Poréwnanie przeprowadzonych pomiardw stezen technikg real — time z odczytem

RFU w oparciu o metode¢ elektroforezy kapilarne;.
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II1. Material i metodyka badan

1. Material.

1.1. Do badan wykorzystano standard o stezeniu 200 ng/ul pochodzacy z zestawu
Quantifiler Duo w celu wyznaczenia krzywej standardowej cyklu C; wzgledem

stezenia DNA, oceny precyzji 1 czutosci metody oraz jej zakresu pomiarowego.

1.2. Do poréwnania pomiarow przeprowadzonych walidowang metoda oraz technika
elektroforezy kapilarnej wykorzystano wymienione ponizej proby kontrolne zawarte

w zestawach do amplifikacji o podanych stezeniach producenta:

K1: AmpF{STR DNA Control 007 XY 0,1 ng/ul, AmpF{STR® NGM™ PCR
Amplification Kit firmy Applied Biosystems

K2: AmpF{STR DNA Control 007 XY 2 ng/nl, AmpF{STR® Yfiler® Plus PCR
Amplification Kit firmy Applied Biosystems

K3: Control DNA XY5 XY 2 ng/ul, Investigator® DIPlex Kit firmy Qiagen
K4: Control DNA 9948 XY 0,1 ng/ul, Investigator® HDplex Kit firmy Qiagen

KS5: AmpF{STR Control DNA 9947A XX 0,1 ng/pl, AmpF{STR® Identifiler® PCR
Amplification Kit firmy Applied Biosystems

K6: AmpF{STR Control DNA 9947A XX 10 ng/pl, AmpF{STR® Yfiler™ PCR
Amplification Kit firmy Applied Biosystems

K7: Control DNA 9947A XX 0,1 ng/ul, Investigator Argus X-12 Kit firmy Qiagen

1.3. Do oceny czutosci zestawu Quantifiler Duo, okreslenia zakresu pomiarowego,
analizy mieszanin DNA, zestawien porownawczych uzyskanych stezen technika
real — time PCR w stosunku do pomiaréw metoda fluorymetryczng wykorzystano
proby dowodowe DNA pochodzace z ekspertyz medyczno — sagdowych, zdeponowane
w Pracowni Genetyki Medycznej i Sadowej Katedry i Zakladu Medycyny Sadowe;j

Uniwersytetu Medycznego w L.odzi, ktorych dysponentem jest promotor pracy.

Na wykorzystanie wyzej wymienionych prob do przedmiotowych badan

uzyskano zgod¢ Komisji Bioetyki nr RNN/168/15/KB z dnia 17 lutego 2015 roku.
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2. Metodyka badan.

2.1. Wykonanie reakcji amplifikacji.

W kolejnych etapach przeprowadzonej reakcji real — time PCR z uzyciem zestawu
Quantifiler Duo wykonano nast¢pujace czynnosci:

2.1.1. Przygotowano reagenty:

- rozmrozono Quantifiler Duo Primer Mix, zworteksowano 1 odwirowano,
- wymieszano delikatnie Quantifiler Duo PCR Reaction Mix, nie worteksowano.

2.1.2. Rozpipetowano odpowiednie objg¢tosci reagentow do stworzenia mieszaniny
reakcyjnej zlozonej z Primer Mix i1 Reaction Mix, ktorych sktad i proporcje
szczegotowo przedstawiono w Tabeli 2.

Tabela 2. Skladowe mieszaniny reakcyjnej z wykorzystaniem zestawu Quantifiler
Duo DNA Quantification Kit.

Objetos¢ na jedna reakcje

Reagent Sktad
S my

Trzy pary primeréw do amplifikacji
. regionow RPPHI1, SRY oraz IPC,
Quantifilere Duo | sondy TagMan® do sekwencji

Primer Mix RPPHI1, SRY oraz IPC znakowane 10,5
barwnikami VIC®, FAM™ i NED™,
kontrola IPC
MgCl2, dNTPs, albumina surowicy
Quantifilere Duo | bydlecej, AmpliTaq Gold® DNA 12.5

PCR Reaction Mix | polimeraza w buforze i solach,
azydek sodu (0,02%)

Opracowano na podstawie Applied Biosystems. Quantifiler® Duo DNA Quantification Kit. User’s manual.
USA, 2008, 4391294 Rev. A, 1-16, 3-5

2.1.3. Zworteksowano zawarto$¢, nastepnie krotko odwirowano.

2.1.4. Porozdzielano do kazdego dotka reakcyjnego po 23ul mieszaniny reakcyjne;j.
2.1.5. Dodano 2pul proby/standardu/kontroli.

2.1.6. Przykryto powierzchni¢ ptytki ostona.

2.1.7. Odwirowano ptytke w warunkach 4500 rpm przez 3 minuty w celu usunigcia
pecherzykow powietrza.
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2.1.8. Zaprojektowano ptytke reakcyjna do amplifikacji.
2.1.9. Umieszczono plytke w aparacie.

2.1.10. Przeprowadzono reakcje¢ amplifikacji z wykorzystaniem oprogramowania HID
Real — Time PCR Analysis Software v1.1 na aparacie 7500 Real — Time PCR System,
ktory przedstawiono na Rycinie 4.

Reakcja amplifikacji przebiegata z odpowiednim profilem temperaturowym:

Etap 1: 50°C przez 2 minuty

Etap 2: 95°C przez 10 minut

Etap 3: 95°C przez 15 sekund
60°C przez 1 minutg

liczba powtorzen: 40

Rycina 4. Aparat 7500 Real — Time PCR System z oprogramowaniem HD Real —Time
PCR Analysis Software v1.1 (Pracownia Genetyki Medycznej 1 Sadowej
Katedry i ZMS UM w Lodzi).

2.2. Sporzadzenie krzywej standardowej.

Wewnetrzng walidacje zestawu przeprowadzono w oparciu o wlasng krzywa
standardowa sporzadzong na podstawie standardu z zestawu Quantifiler Duo
o stezeniu wyjsciowym 200 ng/ul 1 serii jego rozcienczen: 100 ng/ul; 50 ng/ul;
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5 ng/ul; 0,5 ng/ul; 0,05 ng/ul; 0,005 ng/ul. Rozcienczenia wykonywano za pomoca
dotaczonego do zestawu buforu (Dilution Buffer). W celu zapewnienia precyzji
pipetowania minimalna obj¢tos¢ zastosowana do rozcienczenia wynosita 10 pl.
Wykonano reakcje amplifikacji dla wyzej wymienionych rozcienczen standardu
w ilosci od 3 do 8 powtorzen pomiarowych. Uzyskano wykresy zaleznosci ARn
(znormalizowana warto$¢ reportera) od liczby cykli reakcji PCR. ARn stanowi
stosunek intensywnos$ci fluorescencji barwnika reporterowego do intensywnosci
fluorescencji barwnika pasywnego wyznaczany w skali logarytmicznej. Z uzyskanych
krzywych reakcji amplifikacji odczytywano wartosci C;, ktore ustalono na poziomie
warto$ci progowej wynoszacej 0,2. Kolejnym krokiem bylo wygenerowanie
w programie STATISTICA krzywych standardowych przedstawiajacych zalezno$c
cyklu C; dla sekwencji cztowieka (Duo Human) oraz specyficznej dla mezczyzny

(Duo Male) wzgledem stezenia DNA. Krzywe przyjmuja ogolng postac:

Ce=m[log(Qty)]+b [4]

m — wspotczynnik nachylenia — okresla wydajnos¢ reakcji; powinien zawieraé si¢
w zakresie -3,0 a -3,6; warto$¢ -3,3 wskazuje na maksymalng wydajno$¢ reakcji [4]

b —Y - intercept — przecigcie osi Y; spodziewana warto$¢ C; dla probki o ilo$ci rownej
I (np. ng/ul) [51]

Qty — poczatkowe stezenie DNA w probie

Krzywa, z ktorej mozemy dokona¢ odczytu stezenia DNA proby badanej powinna
mie¢ wspolezynnik determinacji R” powyzej 0,98. Wspolezynnik ten jest miara sity
zwiazku liniowego pomiedzy zestawianymi parametrami. Im wyzsza warto$¢ R?, tym

lepsza zalezno$¢ liniowa miedzy wartoscig C, a stezeniem DNA [4,51].

Z przeprowadzonych oznaczen wygenerowano wykres zaleznosci C, dla wskaznika
inhibicji (IPC) wzgledem oznaczonego stezenia DNA. Na podstawie wykresu oraz
krzywych reakcji amplifikacji dokonano oceny wplywu wysokich stezeh DNA
w probie na warto$¢ C; dla IPC. Warto§¢ IPC wskazujaca na brak inhibicji

1 prawidlowy przebieg reakcji real — time PCR powinna zawiera¢ si¢ w przedziale
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28 — 31 cyklu C,.. Wartosci IPC przekraczajace 31 cykl C, stanowigcy gorny

akceptowalny odczyt wskazujg na wynik, ktorego wiarygodnosc¢ jest watpliwa [4].
2.3. Ocena precyzji metody.

Do oceny precyzji walidowanej metody wykorzystano analize jej powtarzalnos$ci
1 odtwarzalno$ci. Szczegdlowe zestawienie przeprowadzonych pomiarow zawarto

w Zalaczniku nr 1.

Do oceny powtarzalnosci wykonano szesciokrotny pomiar probek o stezeniu 5 ng/pl
oraz 0,05 ng/ul, ktore stanowity rozcienczenia standardu z zestawu Quantifiler Duo
o stezeniu wyjsciowym 200 ng/ul. Oznaczenia te zostaly wykonane tego samego dnia,
przez tego samego badacza w tym samym cyklu reakcji amplifikacji. Wszelkie
obliczenia dokonano w programie STATISTICA 12. Za pomocg wspdiczynnika
zmiennos$ci (CV), ktéory taczy w sobie wartosci $redniej (¥) i1 odchylenia
standardowego (SD), dokonano oceny powtarzalnosci metody.

_SD*

CV =2=#100% (5o,

X
Warto$¢ wspdiczynnika CV nieprzekraczajaca 10%, wskazywala na zrdznicowanie

statystycznie nieistotne, a tym samym na powtarzalno$¢ uzyskanych pomiarow [59].

Do oceny odtwarzalnos$ci w odstgpie czasowym kilkunastu dni przeprowadzono
kazdorazowo pigciokrotne pomiary standardu z zestawu Quantifiler Duo o st¢zeniu
200 ng/ul. Statystyczng analize przeprowadzono w programie STATISTICA
zuzyciem testu t— Studenta oraz zgodnosci wariancji testu Levene’a na poziomie
istotnosci a= 0,05. O wykonywaniu oznaczen w sposob odtwarzalny §wiadczyt brak
statystycznej istotnos$ci roznic pomiedzy poszczegodlnymi pomiarami. Miato to miejsce
wtedy, kiedy warto§¢ prawdopodobienstwa (P) przekraczata poziom istotnosci

(P>0,05).
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2.4. Oznaczenia prob o charakterze dowodowym.

Proby o charakterze dowodowym poddano analizie real — time PCR z zastosowaniem
systemu Quantifiler Duo. Za pomoca uzyskanych wartosci C, oraz krzywych
standardowych obliczono stezenia DNA dla sekwencji autosomalnej 1 sekwencji

chromosomu Y, ktore zestawiono szczegélowo w Zalaczniku nr 2.

Uzyskane wysokie wartosci stezen DNA dla prob 7.18 oraz 2.24 postuzyty do oceny
jakosci oznaczen dla maksymalnego zakresu badanego stezenia DNA autosomalnego
1 meskiego. Dokonano oceny wpltywu wysokich stezen na warto$¢ cyklu C, dla

wskaznika inhibicji (IPC).

Proby o niskich stezeniach DNA: 1.4,1.10, P74K15 wykorzystano do analizy czulo$ci.
Do oceny progu detekcji DNA wykorzystano takze rozcienczenia standardu
o stezeniach: 0,4; 0,2; 0,04; 0,02; 0,004 ng/ul, ktore oznaczono od 2 do 5 razy.
Uzyskane wartosci niskich stezen oceniono pod wzglgdem stopnia precyzji pomiarow

W serii oznaczen oraz wystgpowania efektu stochastycznego.

Czutos¢ zestawu Quantifiler Duo oceniono takze pod wzgledem najnizszego odsetka
DNA megskiego, ktore wykryto w probach stanowigcych mieszaniny. W tym celu
wykorzystano proby 1.4; 1.10; 1.24; 3.30 oraz P74K15.

2.5. Porownanie oznaczen uzyskanych metodg real — time PCR z innymi

technikami pomiarowymi.

2.5.1. Poréwnanie pomiarow stezen prob kontrolnych.

Dokonano oznaczen prob kontrolnych K1 — K7 przy uzyciu zestawu Quantifiler Duo
w ilos$ci powtdrzen 4 lub 6 razy. Dla kazdego z pomiarow obliczono stgzenia DNA
w oparciu o uzyskane wartosci C, i krzywe standardowe. Nastepnie obliczono $rednie
stezeniec DNA dla Duo Human 1 Duo Male. W celu poréwnania $rednich wartos$ci
stezen materialdow kontrolnych w stosunku do stezen podanych przez producenta przy
pomocy programu STATISTICA wykonano test t — Studenta na poziomie istotnosci

o=0,05.
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2.5.2. Porownanie oznaczen stezenia DNA z pomiarami fluorymetrycznymi.

38 prob, ktérych stezenie oznaczono z wykorzystaniem zestawu Quant—iT
HS dsDNA i fluorymetru Qubit poréwnano do warto$ci uzyskanych za pomoca
walidowane] metody. Do poréwnania wartosci stgzen wyznaczonych za pomoca
zestawu Quant — 1T HS dsDNA oraz systemu Quantifiler Duo wykorzystano
odpowiednio stgzenia catkowitego DNA oraz stezenia DNA autosomalnego.
Oznaczenia uznawano za zblizone wtedy, gdy ich wzajemny stosunek bliski byl
jednos$ci. Stezenia dla tych samych prob wyznaczonych w oparciu o dwie techniki
pomiarowe przedstawiono w formie graficznej za pomoca wykresOw kolumnowych

grupowanych wykonanych w programie Microsoft Exel.

2.5.3. Okreslenie zaleznosci mi¢dzy iloscia DNA uzyta w reakcji PCR

a Srednia wartoscig RFU.

Do poréwnania stezen oznaczonych za pomoca metody real — time PCR oraz poziomu
sygnatu fluorescencji RFU dla uzyskanych profili DNA w rozdziale za pomoca
sekwenatora kapilarnego wykorzystano kontrole K1, K2, K5. Dla kazdej z prob przy
uzyciu wody dejonizowanej sporzadzono rozcienczenia wedlug metodyki
przedstawionej w Tabeli 3. Tak przygotowane proby poddano amplifikacji w systemie
multipleksowym z zastosowaniem zestawu AmpF{STR NGM PCR Amplification Kit.
Kolejnym krokiem bylo przeprowadzenie rozdziatu elektroforetycznego zuzyciem

aparatu Genetic Analyzer 3500 firmy Applied Biosystems.

Odczyt wartosci wzglednej jednostki fluorescencji (RFU) dla uzyskanych profili DNA
nastgpit w oparciu o wysokosci alleli wszystkich 15 loci STR i amelogeniny. Uktady
homozygotyczne do obliczen klasyfikowano jako podwdjny identyczny sygnat RFU.
W oparciu o obliczong warto$¢ §redniego RFU dla poszczegdlnych prob kontrolnych
przeprowadzono ocen¢ zalezno$ci migdzy wsadowg iloscig DNA wykorzystang do
reakcji multipleks PCR, a uzyskang wartos$cig sygnatu fluorescencji w elektroforezie

kapilarnej. Analizie poddano takze optymalng ilos¢ DNA skutkujaca uzyskaniem
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wlasciwego profilu STR oraz konsekwencje wynikajace ze zbyt duzej 1 zbyt matej

1losci DNA dodanej do reakcji amplifikacji.

Tabela.3. Rozcienczenia materiatow kontrolnych poddanych reakcji multipleks PCR
1 rozdzialowi elektroforetycznemu.

Nazwa Rozcienczenie Ilos¢ DNA w 1pl Ilos¢ DNA w reakcji PCR
- 0,1 ng 0,3 ng
2x 0,05 ng 0,15 ng
K1: XY 0,1ng/ul 3x 0,033 ng 0,1 ng
5x 0,02 ng 0,06 ng
10x 0,01 ng 0,03 ng
20x 0,005 ng 0,015 ng
- 2ng 6 ng
K2: XY 2ng/ul > L g S ng
10x 0,2 ng 0,6 ng
20x 0,1 ng 0,3 ng
- 0,1 ng 0,3 ng
2x 0,05 ng 0,15 ng
3x 0,033 ng 0,1 ng
K5: XX 0,1ng/ul
5x 0,02 ng 0,06 ng
10x 0,01 ng 0,03 ng
20x 0,005 ng 0,015 ng




IV. Wyniki i omowienie

1. Sporzadzenie krzywej standardowej.

Z przeprowadzonych oznaczen uzyskano krzywe reakcji amplifikacji przedstawiajgce
zalezno$¢ ARn (znormalizowana warto$¢ reportera) do liczby cykli reakcji PCR.
Ze wzgledu na specyficzng detekcje ludzkiego oraz meskiego DNA uzyskano krzywe
amplifikacji dla sekwencji genu RPPHI i genu SRY (Rycina 5 i 6). Krzywe te
postuzyly do odczytu wartosci cykli Ct, w ktoérych poziom fluorescencji przekraczat
warto$¢ progowa wynoszacg 0,2. W celu walidacji metody konieczne byto wykonanie
krzywych standardowych zaleznos$ci cyklu Ct wzgledem stezenia DNA. Dzigki temu

mozliwa stata si¢ ocena iloSciowa DNA w probach badanych.

10

ARn

Cycle

Rycina 5. Krzywe reakcji amplifikacji sekwencji autosomalnej DNA (Duo Human)
dla standardu z zestawu Quantifiler Duo o stezeniu 200 ng/ul i serii jego
kolejnych rozcienczen: 100; 50; 5; 0,5; 0,05; 0,005 ng/ul (Zatgcznik nr 1).
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ARn

0.1 4

0.01
18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40

Cycle

Rycina 6. Krzywe reakcji amplifikacji sekwencji chromosomu Y (Duo Male) dla
standardu z zestawu Quantifiler Duo o stezeniu 200 ng/ul 1 serii jego
kolejnych rozcienczen: 100; 50; 5; 0,5; 0,05; 0,005 ng/ul (Zatacznik nr 1).

Krzywe standardowe przedstawiajace zalezno$¢ cyklu Ct od stezenia DNA ludzkiego
i megskiego oraz odpowiadajacej tym stezeniom liczbie komorek diploidalnych
w badanych probach, kolejno w skali liniowej 1 logarytmicznej przedstawiono na
Rycinie 7 i 8. Dla Duo Human uzyskano krzywa o nastepujacym wzorze:
DH= -3,2965l0g(x)+29,2471 a dla Duo Male o postaci DM= -3,362log(x)+29,9866.
Wspdlczynnik nachylenia (m) dla sekwencji autosomalnej wynidst -3,2965 a dla
sekwencji chromosomu Y -3,362. Wartosci te §wiadcza o optymalnej wydajnos$ci
reakcji amplifikacji dla obu komponent DNA. Dla DNA autosomalnego wspotczynnik
R krzywej wynidst 0,9934, a dla DNA meskiego 0,9927. Wartosci te wskazuja na
dobrg korelacje 1 zwigzek liniowy wartosci cykli Ct wzgledem stezenia DNA, zaréwno

dla oznaczenia Duo Human, jak i Duo Male.
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Rycina 8. Krzywa standardowa zalezno$ci wartosci cyklu C; Duo Human i cyklu C; Duo Male wzglgdem stezenia DNA

wyrazona w skali logarytmiczne;j.
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Przeprowadzajac oznaczenia rozcienczen standardu z zestawu Quantifiler Duo

dokonano oceny wptywu stgzenia DNA na warto$¢ cyklu C; dla IPC.

Na podstawie uzyskanych wynikéw przedstawionych w Zataczniku nr 1 do niniejsze;j
pracy oraz krzywych reakcji amplifikacji dla IPC mozna zauwazy¢, ze dla stezen
mniejszych lub rownych 100 ng/ul C; oscyluje w granicach 29 cyklu, natomiast dla
stezen wyzszych warto§¢ C; przekracza 29. Tym niemniej miesci si¢ ona
w dopuszczalnym zakresie, ponizej akceptowalnego 31 cyklu C,. Zalezno$¢ miedzy

obserwowang wartoscig C,, a warto$ciami IPC obrazuja Ryciny 9 1 10.

10 1

IPC dla préb
<100 ng/pl

ARn

0.1 A

IPC dla prob
>100 ng/pl

0.01

Cycle

Rycina 9. Wykres reakcji amplifikacji wskaznika inhibicji (IPC) dla rozcienczen
standardu w zakresie stezen 0,005 ng/ ul — 200 ng/pl.
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2. Ocena precyzji metody.

Ocena precyzji walidowanej metody obejmowata analize jej powtarzalnosci

1 odtwarzalnosci.

Do analizy powtarzalnosci przeprowadzono sze$¢ niezaleznych pomiarow cyklu C;
dla dwoch rozcienczen standardu o stezeniach 5 ng/ul oraz 0,05 ng/ul, ktore
uwzgledniono w Zalaczniku nr 1. Dla otrzymanych wartosci srednich wykonanych
pomiaréw obliczono wskazniki SD (odchylenie standardowe) oraz CV (wspotczynnik

zmienno$ci), ktore zestawiono w Tabeli 4 .

Tabela 4. Ocena powtarzalnosci metody pomiaru st¢zenia DNA z wykorzystaniem
zestawu Quantifiler Duo DNA Quantification Kit.

Proba: Sng/pl

Zmienna N X SD CvV
Duo Human 6 26,863 0,11 0,42%

Duo Male 6 27,701 0,13 0,48%

Duo IPC 6 29,410 0,07 0,22%

Proba: 0,05ng/ul

Zmienna N X SD CvV
Duo Human 6 33,354 0,18 0,54%

Duo Male 6 34,383 0,30 0,88%

Duo IPC 6 29,430 0,08 0,28%

N — liczba oznaczen, X — warto$¢ §rednia, SD — odchylenie standardowe, CV — wspotczynnik zmienno$ci

Dla kazdej z prob uzyskano wartosci CV ponizej 1%, co wskazuje na bardzo dobra

powtarzalno$¢ uzyskanych pomiarow.

Do analizy odtwarzalnosci dokonano oceny zgodno$ci pomiarow wykonywanych
w kilkunastodniowym odstgpie czasowym przez rozne osoby dla proby o stezeniu

200 ng/ul, ktére uwzgledniono w Zataczniku nr 1.

Zestawienie $rednich warto$ci C; oraz ich statystyczng ocen¢ za pomoca testu

t — Studenta oraz zgodnosci wariancji testu Levene'a przedstawiono w Tabeli 5.
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Tabela 5. Analiza odtwarzalnos$ci wynikow metodami statystycznymi.

Srednie C, Srednie C, test

Zmienna | 13039015 | 08.04.2015 | t-Studenta i WY 1P
Duo Human 21,961 21,570 1,354 8 02127
Duo Male 22.230 21,947 1,0286 8 0,3338
Duo IPC 30,022 30,299 ~1,400 8 0,1990

: SD SD , Wartos¢ P

AT 13.03.2015 | 08.04.2015 | ‘estlevene’a & Levene’a
Duo Human 0,55 034 1,681 8 0,2309
Duo Male 0,57 0,24 4,433 8 0,0684
Duo IPC 034 0,29 0,693 8 0,4294

SD — odchylenie standardowe, df — liczba stopni swobody,
P — warto$¢ prawdopodobienstwa oceniajacego statystyczng istotno$¢ rdéznic

Uzyskane wartosci prawdopodobienstwa powyzej poziomu istotnosci 0,05 wskazuja,
ze zarowno w przypadku parametru srednich wynikow dla testu t — Studenta, jak 1 dla
parametru wariancji w tescie Levene'a obie porOwnywane grupy nie r6znig si¢ od
siebie w istotny statystycznie sposob. Swiadczy to o przeprowadzeniu oznaczen w obu

dniach pomiarowych w sposob odtwarzalny.

3. Oznaczenie prob o charakterze dowodowym.

Analizujagc wyniki uzyskane dla pomiarow prob o charakterze dowodowym, ktére
zawarto w Zalaczniku nr 2 mozna zaobserwowac, ze dla préby 7.18, ktoérej wykres
reakcji amplifikacji przedstawiono na Rycinie 11, odnotowano maksymalne st¢zenie
DNA. Druga z kolei proba o najwyzszym stezeniu DNA byla proba 2.24. Stezenie
ludzkiego DNA wyniosto dla tych dwoch prob kolejno 1317,355 ng/ul oraz 871,201
ng/ul. Stezenie meskiego DNA byto rowne odpowiednio 1322,924 ng/ul 1 931,632
ng/ul. Zaréwno dla proby 7.18 i 2.24 wartos¢ IPC nie przekroczyta dopuszczalnego
31 cyklu C,, cho¢ dla proby 2.24 uzyskano wynik bliski tej wartosci, tj. 30,965.
Uzyskane wartosci pomiaréow IPC dla wszystkich prob §wiadczg o tym, ze wysokie

stezenie DNA nie zaburzajg istotnie wskaznika inhibicji.

Bardzo interesujagca okazala si¢ analiza wynikow pomiarow pod wzgledem
minimalnego st¢zenia DNA meskiego wykrywanego za pomocg metody real — time
PCR. Dla prob 1.4, 1.10, P74K15 zaobserwowano detekcj¢ Duo Male o najnizszym
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odczycie stezenia, w przedziale: 0,004 — 0,02 ng/ul. Na poziomie 0,01 ng/ul mozliwa
okazala si¢ jeszcze detekcja z zachowaniem precyzji uzyskanych wynikow. Dla préby
dowodowej P74K15 o stezeniu 0,004 ng/ul zaobserwowano efekt stochastyczny
zwigzany z brakiem detekcji $ladowej ilosci meskiego DNA w dwodch na cztery
wykonane pomiary. Podobnych obserwacji dokonano analizujgc wyniki pomiaréw dla
rozcienczen standardu z zestawu Quantifiler Duo. Dla stezen sladowych 0,004 1 0,005
ng/ul nastgpil brak detekcji meskiego DNA w czeSci lub we wszystkich

przeprowadzonych oznaczeniach (Zatacznik nr 1).

Z uzyskanych wynikow dla préb stanowigcych mieszaniny DNA dokonano detekcji
meskiej komponenty na progu jej wykrywalnosci dla prob 1.4, 1.10, 1.24, 3.30.
Najnizszy odsetek meskiego DNA ujawniony w mieszaninie z zenskim wynosit
0,002% dla proby P74Kl15, ktorej wykres reakcji amplifikacji przedstawiono na
Rycinie 12. Pozwolit on na detekcje dwoch komorek meskich przy obecnosci 100 000

komorek zenskich, co $wiadczy o ekstremalnie wysokiej czuto$ci metody.

0.2

ARn
(o]

0.01

0.001

= 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40
Cycle

Rycina 11. Wykres reakcji amplifikacji dla proby 7.18, dla ktérej odnotowano
najwyzsze stezenie ludzkiego DNA oraz meskiego DNA.
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Rycina 12. Wykres reakcji amplifikacji dla proby P74 K15, dla ktérej odnotowano
najnizszy prog detekcji meskiego DNA wystepujacego w mieszaninie
z zenskim 1 towarzyszacy mu efekt stochastyczny.

4. Porownanie oznaczen uzyskanych metoda real — time PCR z innymi

technikami pomiarowymi.
4.1. Porownanie pomiarow stezen prob kontrolnych.

W celu poréwnania $rednich wartosci uzyskanych pomiaréw stezen materiatow
kontrolnych K1 — K7 w stosunku do stezen podanych przez producenta zastosowano
test t— Studenta do oceny istotnosci roznic. Wyniki przeprowadzonej analizy
statystycznej przedstawiono w Tabeli 6. Szczegotowe zestawienie przeprowadzonych

pomiaréw zawarto w Zatgczniku nr 3.
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Tabela 6. Analiza statystyczna poroOwnujgca uzyskane pomiary stezen prob

kontrolnych z ich st¢zeniami DNA podanymi przez producenta.

Kontrola Zmienna N X SD t df P
K1 Duo Human 6 0,096 | 0,026665 | -0,40175 5 | 0,704467
XY 0,1ng/ul Duo Male 6 0,102 | 0,022929 0,19448 5 | 0,853458
K2 Duo Human 6 0,997 | 0,371808 | -6,60679 5 | 0,001950
XY 2 ng/pl Duo Male 6 1,126 | 0,333910 | -6,40948 5 | 0,001371
K3 Duo Human 4 1,652 | 0,232832 | -2,98956 | 3 | 0,058151
XY 2 ng/ul Duo Male 4 1,615 | 0,227680 | -3,38457 3 | 0,042946
K4 Duo Human 4 0,068 | 0,009246 | -6,88775 3 | 0,006269
XY 0,1 ng/ul | Duo Male 4 0,077 | 0,025445 | -1,79655 3 | 0,170268
K5 Duo Human 6 0,091 0,012814 | -1,73621 5 | 0,143042

XX 0,1 ng/ul Duo Male - - - - - -
K6 Duo Human 4 10,614 | 3,901516 0,31465 3 | 0,773639

XX 10 ng/ul Duo Male - - - - - -
K7 Duo Human 4 0,089 | 0,031601 | -0,72288 3 | 0,522012

XX 0,1 ng/ul | Duo Male - - - - - -

N — liczba oznaczen, X — warto$¢ Srednia, SD — odchylenie standardowe, t — warto$¢ testu t — Studenta,
df — liczba stopni swobody, P — warto$¢ prawdopodobienstwa oceniajacego statystyczng istotnos$¢ réznic
(kolorem czerwonym oznaczono wartos$ci prawdopodobienstwa wskazujace na statystycznie znamienne roznice)

Uzyskane wartosci prawdopodobienstwa wskazujg na znamienne statystycznie réznice
miedzy uzyskanymi warto$ciami stezen sekwencji autosomalnej dla kontroli K2 1 K4
oraz sekwencji chromosomu Y dla kontroli K2 i K3, a warto§ciami stezen podanymi
przez producenta. Pozostale wyznaczone stezenia dla materiatow kontrolnych nie
réznig si¢ W sposob statystycznie istotny wzgledem stezen podanych. Najbardziej
zblizony zakres stezenia podanego przez producenta w zestawieniu z pomiarami
uzyskanymi z wykorzystaniem metody real — time PCR obserwujemy dla proby

kontrolnej K1 oraz K6.
4.2. Porownanie pomiarow stezenia DNA z pomiarami fluorymetrycznymi.

Ze wzgledu na brak selektywnos$ci metody fluorymetrycznej analiza wynikow opierata

si¢ na pordéwnaniu stezen ludzkiego autosomalnego DNA uzyskanych za
pomoca techniki real — time PCR z catkowitym st¢zeniem DNA oznaczonym
z wykorzystaniem metody fluorymetrycznej. Do analizy wykorzystano 38 prob. Dla
20 préb (52,63%) stezenie DNA bylo wyzsze dla zestawu Quantifiler Duo, 12 préb
(31,58%) cechowato si¢ wyzszym st¢zeniem oznaczonym metodg fluorymetryczng,
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natomiast 6 prob (15,79%) miato podobne ste¢zenie w obu metodach. Graficzne
poroOwnanie st¢zen uzyskanych za pomocg obu technik pomiarowych przedstawiono
na Rycinach 13 1 14, ktére umieszczono na kolejnych stronach. Analiza wynikéw
wskazuje na to, iz obie techniki pomiarowe dajg w wigkszo$ci nieporéwnywalne
rezultaty. Najwieksze roznice zaobserwowano przy zestawieniu najwyzszych

pomiardw stgzen, przekraczajacych 100 ng/ul.
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4.3. Okreslenie zaleznoSci miedzy iloscia DNA uzyta w reakceji PCR

a Srednig wartoscig RFU.

Do oceny zaleznosci uzyskanego stezenia DNA od wartosci RFU wykorzystano
kontrole K1, K2, K5 1 ich rozcienczenia. Zalezno$¢ ta oceniono w oparciu o wyniki
zawarte w Zalaczniku nr 4. Na Rycinie 15 przedstawiajacej zalezno$¢ Sredniej
wartosci RFU wzgledem wsadowej ilosci DNA uzytej do reakcji PCR mozna
zaobserwowaé proporcjonalny wzrost wartosci RFU w zakresie 0,015 — 0,6 ng.
Zalezno$¢ S$redniej wartosci RFU wzgledem iloSci matrycowego DNA przybiera

postac¢ zblizong do liniowej dla ilosci 0,1ng — 0,6 ng DNA.

22000
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16000
15000
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2000
1000

RFU

0,015 0,030 0,060 0,100 0,150 0,300 0,600 3,000 6,000
do PCR [ng] & Srednia

Rycina 15. Zestawienie $rednich wysoko$ci sygnatu (RFU) z iloscia DNA uzyta
do reakcji PCR.
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Dla zakresu 0,1 — 0,6 ng ilo§ci DNA dodanej do reakcji PCR sporzadzono wykres

liniowej zaleznosci, ktory przedstawiono na Rycinie 16.
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Rycina 16. Wykres zalezno$ci srednich wysokosci alleli (poziom RFU) od ilosci DNA
oraz przyblizonej liczby komorek, ktore poddano reakeji amplifikacji.

Warto$é odczytanego z krzywej wspolczynnika R* wyniosta 0,9813. Potwierdza to
wysoka korelacje ilosci DNA (liczby komoérek) dodanych do reakcji PCR wzgledem
warto$ci RFU. Analiza uzyskanych elektoforegraméw wskazuje na to, ze ilos¢ DNA
w przedziale 0,1 — 0,6 ng stanowi optymalng wsadowg ilos§¢ DNA do reakcji PCR,
ktora skutkuje uzyskaniem peilnych, dobrze zbalansowanych heterozygot oraz tatwych

w interpretacji profili DNA.

Ponizej dolnego zakresu liniowosci — dla 0,015 ng DNA uzytego do reakcji PCR
zaobserwowano zjawisko wypadania alleli (ang. drop — out) zwigzane ze zbyt malg

iloscig DNA wykorzystang do reakcji amplifikacji. Najnizsza ilo§¢ DNA dodana do
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reakcji PCR, ktora pozwolita na uzyskanie pelnego profilu STR stanowita 0,03 ng, t;.
okoto 5 diploidalnych komorek.

Przy zastosowaniu wigkszej niz optymalnej ilosci wsadowej DNA do reakcji PCR,
wynoszace] 3 ng 1 6 ng dokonano odczytu Sredniej wysokosci alleli produktow
przekraczajacych 18 000 RFU, co wskazuje na nadmierng amplifikacje. Nadmiar DNA
skutkowal obserwowaniem zjawiska czesciowej adenylacji oraz pojawieniem si¢
artefaktow amplifikacji ograniczajacych mozliwos¢ prawidlowej interpretacji
uzyskanych profili DNA. Pozwala to na wyciagnigcie wniosku, ze ilos¢ DNA uzyta do
reakcji multipleks PCR przekraczajaca 3 ng stanowi zbyt duzg ilos¢ DNA zastosowang
do PCR. Dla takiej ilo$ci uzyskiwane wyniki nie sg czytelne, a tym samym mniej

wiarygodne.
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V. Dyskusja

Kluczowym etapem analizy DNA jest pomiar ste¢zenia materialu genetycznego.
Metoda real — time PCR stanowi jedng z najczulszych technik umozliwiajacych
analizg jakosciowg i iloSciowg DNA. Zestaw Quantifiler Duo DNA Quantification Kit,
jako aplikacja metody real — time PCR z zastosowaniem sond TagMan umozliwia
wykrycie sekwencji ludzkiego 1 me¢skiego DNA, a takze inhibitorow, ktéore moga
hamowac¢ reakcj¢ amplifikacji. Ze wzgledu na selektywna detekcje okreslonych
sekwencji DNA zestaw ten jest szczegOlnie przydatny do analizy materialow

stanowigcych mieszaniny DNA.

Jako cel niniejszej pracy obrano walidacj¢ wewnetrzng zestawu Quantifiler Duo DNA

Quantification Kit z zastosowaniem aparatu 7500 Real — Time PCR System.

Zgodnie z wymogami producenta — firmy Applied Biosystems, przy kazdorazowym
przeprowadzaniu oznaczenia zalecane jest sporzadzenie krzywej standardowe;j
zaleznosci cyklu C; wzgledem stezenia dla Duo Human 1 Duo Male, ktéra ma
obejmowa¢ dwukrotny pomiar 8 stgzen w zakresie 50— 0,023 ng/ul [4]. Majac
na uwadze znaczacy wplyw stabej precyzji pipetowania przy kazdorazowym
sporzadzaniu rozcienczen standardu na jako$¢ uzyskiwanej krzywej, Grgicak
1wsp. [19] zalecaja stworzenie wilasnej krzywej standardowej w toku procedury
walidacyjnej. W niniejszej pracy krzywe sporzadzono w oparciu o pomiary dla
rozcienczen standardu z zestawu Quantifiler Duo. Zakres zastosowanych stgzen
obejmowal 5 rzedow wielkosci: 0,005 — 200 ng/ul w porownaniu do 3 rzedow
wielkos$ci zalecanych przez producenta. Tak szeroki zakres analizowanych warto$ci
ma zwigzek z mozliwoscig zastosowania zestawu nie tylko dla celow genetyczno —
sadowych, ale takze, jako badanie monitorujgce stan chimeryzmu DNA 1 jego zmian
u pacjentdéw po allogenicznym przeszczepie komorek macierzystych hematopoezy,

gdy dawca 1 biorca sg odmienni ptciowo [26].

W uzyskanych pomiarach wartosci cyklu C, dla sekwencji autosomalnej osiggaty

z reguty nizsze wartosci niz cyklu C, dla sekwencji chromosomu Y. Ma to zwigzek
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z haploidalnym charakterem genu SRY w stosunku do diploidalnego genu RPPHI.
Ze wzgledu na podwdjng zawarto$¢ kopii autosomalnego genu w materiale badanym
potrzebna jest mniejsza liczba cykli reakcji amplifikacji, aby przekroczy¢ warto$¢
progowa w poroéwnaniu do sekwencji genu SRY. Haploidalny charakter sekwencji
meskiego DNA ma takze wplyw na stabsza wydajnos¢ reakcji powielenia amplikonu,
zwiazany jest tez z nizsza warto$cia wspolczynnika R* oraz moze skutkowaé
wystgpieniem efektu stochastycznego w zakresie niskich stezen. Dla sekwencji
meskiej zarowno warto$¢ wspolczynnika R* jak iwydajnosé reakcji byly nizsze
w stosunku do powielanej sekwencji autosomalnej [4,6]. Mimo to, miescily si¢ one na

akceptowalnym, dobrym poziomie.

Zastosowanie wskaznika inhibicji (IPC) daje mozliwos¢ detekcji inhibitorow
w oparciu o wzrastajacg warto$¢ Ct dla IPC. Jak podaje producent, wzrost C; dla IPC
mozna takze obserwowal przy duzym stezeniu DNA obecnym w probie, co jest
wynikiem kompetycji DNA badanego 1 materiatu stanowigcego IPC o substraty reakcji
PCR [4]. W zwiazku z tym intepretacja przyczyny przesunig¢cia wartosci C, dla IPC
moze okaza¢ si¢ niejednoznaczna. Sposrod analizowanych w niniejszej pracy stezen
DNA standardu jak 1 wysokich stezen préb o charakterze dowodowym wzrost C; dla
IPC nie przekroczyt gornego, akceptowalnego poziomu. W zwigzku z tym mozna
wysnu¢ wniosek, ze wysokie stezenie DNA w probie nie wplywa na zmniejszenie
wydajnosci amplifikacji IPC. Dzigki temu mamy gwarancje wiarygodnych oznaczen

dla bardzo szerokiego zakresu stezen.

Jednym z podstawowych parametrow ocenianych w procedurze walidacyjnej metod
badawczych stosowanych w laboratorium jest ocena precyzji w zakresie
powtarzalnosci 1 odtwarzalnosci [16,50]. Wykonywanie pomiarow w sposéb
precyzyjny jest warunkiem koniecznym dopuszczenia walidowanej techniki
pomiarowej do rutynowych oznaczen. Na podstawie przeprowadzonych badan mozna
stwierdzi¢, ze zestaw Quantifiler Duo wykazuje wysoka powtarzalnos¢

1 odtwarzalno$¢ pomiarow.
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Dyskusyjng kwestig jest okreslenie czulo$ci systemu Quantifiler Duo. Wedlug
walidacji przeprowadzonej przez producenta wiarygodnos¢ 1 powtarzalnos¢ dla
niskich stezen DNA ogranicza si¢ do 0,023 ng/ul [4]. Z badan przeprowadzonych
przez Barbisin iwsp. [6] wynika, ze wyniki powtarzalne uzyskano na poziomie
0,0115 ng/ul. W niniejszej pracy wartosci pomiardOw rozcienczen standardu i prob
o charakterze dowodowym pozwolity wykaza¢, ze juz poczawszy od 0,01 ng/ul mozna
uzyska¢ powtarzalne wyniki. Ponize; 10 pg DNA mozliwa jest detekcja zaréwno
sekwencji autosomalnego 1 SRY, jednakze dochodzi do utraty precyzji oznaczen

1 wystgpienia wynikoéw falszywie ujemnych.

Quantifiler Duo umozliwia detekcje 1 pomiar stgzenia DNA ludzkiego 1 meskiego
w probach stanowigcych mieszaniny DNA. Wazne jest, aby detekcja komponenty
meskiej odbywala si¢ z wysoka czulo$cig. W procedurze walidacyjnej prowadzone;j
przez producenta maksymalnym analizowanym stosunkiem DNA meskiego
do zenskiego byta warto$¢ 1:1000. Istniejg doniesienia mowigce o tym, ze metoda ta
daje mozliwos¢ detekcji meskiego DNA nawet przy 10 000 — krotnym nadmiarze
DNA zenskiego [5]. W przeprowadzonych badaniach z powodzeniem dokonano
detekcji dwoch komorek meskich na 100 000 zenskich, co $wiadczy o ekstremalnie

wysokiej czutosci walidowanej metody, wyzszej niz udokumentowanej dotychczas.

Powszechnie stosowang metoda do pomiaru stezenia DNA jest metoda
fluorymetryczna z wykorzystaniem aparatu Qubit Fluorometer firmy Invitrogen.
W poréwnaniu do metody real —time PCR nie daje mozliwosci selektywnego
oznaczenia ludzkiego 1 mgskiego DNA. Zestawiajac ze sobg wyniki uzyskane dla tych
samych prob wnioskujemy, ze pomiary fluorymetryczne nie daja kompatybilnych
odczytow w stosunku do pomiardéw technikg real — time, co szczegdlnie jest widoczne

dla wysokich stezen powyzej 100 ng/ul.

Real — time PCR jako bardzo czula metoda zostala wiaczona do procesu profilowania
DNA w celu oceny stezenia materiatu genetycznego. Paradoksalnie, wysoka czulo$¢
tej metody stanowi jej ograniczenie. Technika ta przy oznaczeniach

przeprowadzonych dla préb o bardzo niskim stgzeniu DNA charakteryzuje si¢ brakiem
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powtarzalnosci. Mozemy wtedy uzyska¢ wyniki falszywie ujemne, wskazujace na
brak DNA w probie, podczas gdy technika multipleks PCR pozwala na uzyskanie
pelnego profilu DNA [33]. W zwigzku z tym problematyczne jest ustalenie punktu
odciecia (ang. cut — off) dla stezenia DNA oznaczonego za pomoca real — time PCR,
poczawszy od ktérego nie jest juz mozliwe uzyskanie petlnego profilu [10]. Jako
gtowny czynnik efektu stochastycznego uznaje si¢ rdézne objetosci stosowane
do oznaczeh w metodach real — time PCR oraz multipleks PCR. Znaczacy jest takze
btad pipetowania, ktory jest wigkszy dla objetosci mniejszych. Kolejnym aspektem
jest roéznica w stosowanych odczynnikach, zaro6wno, jesli chodzi o wykorzystang
polimerazg czy substancje odpowiedzialne za inaktywacj¢ inhibitorow. Obecnos¢
inhibitorow oraz stosowanych objetosci préb ma takze wplyw na koncentracje
czynnikow hamujacych reakcje amplifikacji. Nie bez znaczenia jest rOwniez
wykorzystywanie réznych sekwenatorow, ktorych czuto$ci detekcji sa czesto
odmienne. W praktyce niekompatybilnos¢ miedzy oznaczeniami metodg real — time
a technikg multipleks PCR oraz efekt stochastyczny obrazujg badania na szczatkach
ludzkich ekshumowanych na terenie bytego poligonu na Brusie, ktére wykonywane
byly w Pracowni Genetyki Medycznej 1 Sadowej Katedry 1 ZMS UM w Lodzi.
W przeprowadzonej analizie genetycznej dla kilku prob nie dokonano detekcji
autosomalnego DNA za pomocg zestawu Quantifiler Duo, natomiast dla niektérych
z nich uzyskano catkowity badz czgsciowy profil markerow STR [15]. W badaniach
do niniejszej pracy zaobserwowano efekt stochastyczny zwigzany z wypadaniem alleli
dla ilosci DNA 0,015 ng uzytej do amplifikacji. Poczawszy od 0,030 ng wsadowe;j
uzyskano pelen profil STR. W oparciu o uzyskane wyniki punkt odcigcia, dla ktorego
otrzymuje si¢ peten profil DNA w Pracowni Genetyki Medycznej 1 Sagdowej ZMS UM

1.6dZ nalezy ustali¢ na poziomie 30 pg, co odpowiada 5 komdrkom diploidalnym.

Butler [10] wskazuje na konieczno$¢ znalezienia korelacji mie¢dzy uzyskanymi
pomiarami stezenia DNA w probie badanej, a spodziewanymi warto$ciami $rednie;j
wysokosci pikéw uzyskanych dla profilu STR. Istotna jest liniowos¢ korelacji, ktéra
przedstawia wprost proporcjonalng zaleznos¢ wartosci RFU od DNA wykorzystanego
do reakcji PCR. Wraz ze wzrostem stgzenia DNA obserwuje si¢ liniowy wzrost
warto$ci sygnatu fluorescencji, jednak tylko do pewnego momentu. Okre$lany jest
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on mianem limitu liniowos$ci (ang. limit of linearity — LOL) — wartosci, dla ktorej
pomimo zwigkszajacej si¢ ilosci materiatu genetycznego nie obserwuje si¢ dalej
liniowego wzrostu sygnatu [8]. Wsrdd badanych ilosci DNA do reakcji amplifikacji
liniowag zalezno$¢ obserwowano w przedziale 0,1 — 0,6 ng. W przeprowadzonych
badaniach nie wyznaczono Scistego LOL. Tym niemniej udokumentowano brak
wiarygodnych wynikow poczawszy od ilosci 3 ng DNA uzytej do reakcji multipleks
PCR.

Dobér optymalnej ilosci DNA do reakcji amplifikacji pozwala na uniknigcie
artefaktow bedacych zrodtem bledow interpretacyjnych uzyskanego profilu DNA.
Zakresy ilosci DNA, ktore sg zalecane dla poszczegolnych zestawdéw PCR nie sg
w pehi zbiezne [6,30]. Dla AmpF{STR NGM PCR Amplification Kit, ktory zostat
wykorzystany do badan w niniejszej pracy, zalecang iloscig wsadowa jest 1 ng
w objetosci 10ul dodanych do reakcji PCR [2]. W przeprowadzonych oznaczeniach
wykazano, ze optymalnym zakresem ilosci DNA  jest 0,1 —0,6 ng.
Najprawdopodobniej jest to zwigzane z przeprowadzeniem oznaczen na AB 3500
Genetic Analyzer, ktory jest obecnie najczulszym sekwenatorem kapilarnym

uzywanym do analiz genetyczno — sagdowych.

Proces profilowania DNA wymaga walidacji, celem okreslenia, dla jakich wartosci
stezen 1 ilo§ci DNA w préobie oznaczanych w oparciu o okreslong aparatur¢ badawcza
i metodyke stosowang w danym laboratorium uzyskuje si¢ wiarygodne wyniki.
Dodanie nieoptymalnej, zbyt duzej ilosci matrycowego DNA powoduje nadmierng
amplifikacje probki, z czym wiagze si¢ zbyt duza liczba pikéw artefaktowych. Ponadto
mozna wtedy zaobserwowac zjawisko czesciowej adenylacji badz catkowitego braku
odczytu. Wystepujace stuttery o stosunkowo wysokiej wartosci RFU moga zostac

potraktowane blednie jako allele pochodzace z proby [13].

Zastosowanie z kolei zbyt niskich ilosci DNA do analizy moze spowodowad
wypadanie alleli lub pojawienie si¢ przypadkowych alleli (ang. drop — out, drop — in),
charakterystycznych dla efektu stochastycznego, mogacego réwniez wptywaé na

btedng interpretacje profilu DNA.
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V1. Whnioski

Na podstawie przeprowadzonych badan, ktorych celem byta walidacja systemu

Quantifiler Duo DNA Quantification Kit mozna wyciagna¢ nastgpujgce wnioski:

1. Uzyskane krzywe standardowe zalezno$ci cyklu C; wzgledem st¢zenia DNA
ludzkiego 1 meskiego DNA speiniaja wymagania dotyczace liniowosci oraz

wydajnos$ci reakcji w petnym zakresie st¢zen standardu, tj. 0,005 — 200 ng/ul.

2. Wszystkie przeprowadzone pomiary dla wskaznika inhibicji miescity si¢
w akceptowalnych granicach 28 — 31 cyklu C,, co daje gwarancj¢ wiarygodnych
oznaczen z uzyciem walidowanego zestawu dla szerokiego zakresu

pomiarowego.
3. Metoda jest powtarzalna i odtwarzalna, co §wiadczy o jej precyzji pomiarowe;j.

4. Wykazano, ze minimalnym st¢zeniem DNA warunkujacym precyzje oznaczen
jest 0,01 ng/ul. Metoda jest wysoce czuta 1 pozwala na detekcje 1 komorki
meskiej przypadajacej na 50 000 komorek zenskich.

5. Poréwnanie oznaczonych st¢zen dla prob kontrolnych ze st¢zeniami podanymi
przez producenta wykazalo brak statystycznej istotno$ci roznic we wszystkich
pomiarach dla kontroli K1, K5, K6, K7, natomiast statystycznie znamienne

roznice uzyskano dla niektorych pomiarow kontroli K2, K3, K4.

6. Uzyskane pomiary stezen DNA przeprowadzone technikg real — time PCR oraz
metodg fluorymetryczng nie sg wzgledem siebie kompatybilne, szczegolnie

dla wysokich wartos$ci stezen >100 ng/pl.

7. Optymalna ilo§¢ DNA do reakcji amplifikacji obejmuje zakres 0,1 — 0,6 ng
1 przektada si¢ na liniowa zalezno$¢ z parametrem RFU oznaczonym z uzyciem

techniki kapilarnego rozdziatu elektroforetycznego.
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VII. Streszczenie

Kluczowym etapem w analizie genetyczno—sadowej materialu dowodowego
prowadzacej do uzyskania fatwego w interpretacji profilu DNA jest detekcja materiatu
genetycznego 1 precyzyjna jego ocena iloSciowa i jakosciowa. Metoda analizy
real — time PCR w oparciu o oznaczenia z zastosowaniem systemu Quantifiler Duo
DNA Quantification Kit firmy Applied Biosystems daje mozliwos¢ selektywnego
pomiaru st¢zenia ludzkiego oraz meskiego DNA, co jest bardzo istotne w analizie
mieszanin DNA. Umozliwia tez detekcj¢ inhibitorow, ktére hamuja amplifikacje DNA

w stosowanych metodach badawczych w laboratoriach genetyczno — sagdowych.

Kazda metoda, ktéra ma znalez¢ zastosowanie w rutynowych oznaczeniach
laboratoryjnych wymaga przeprowadzenia procedury walidacyjnej. Dlatego tez celem
niniejszej pracy bylo wykonanie walidacji wewngtrznej wyzej wymienionej metody

analizy DNA.

Na podstawie przeprowadzonych oznaczen stwierdzono, ze walidowany zestaw
spetnia zatozone kryterium akceptacji liniowosci 1 wydajnosci w pelnym zakresie
oznaczanych stezen. Wyniki, ktére poshuzyly do oceny powtarzalnosci
1 odtwarzalno$ci wskazuja, iz walidowany system Quantifiler Duo jest precyzyjny.
Dolna granica odczytu, powyzej ktorej zachowana jest precyzja oznaczen wynosi
0,01 ng/ul. Wykazano ekstremalnie wysoka czuto$¢ metody. Pozwala ona na wykrycie
mniejszego komponentu stanowigcego 0,002% mieszaniny. Wysokie wartosci stezen
nie zaburzaja odczytu dla wskaznika inhibicji, co umozliwia przeprowadzenie
wiarygodnych pomiarow dla szerokiego zakresu stezen przekraczajgcych 200 ng/pl.
Poréwnujac  stezenia materiatbw  kontrolnych podanych przez producenta
z przeprowadzonymi pomiarami stwierdzono brak statystycznej istotnosci réznic dla
4 z 7 badanych préb kontrolnych. Uzyskane pomiary stgzenh DNA za pomocg techniki
real —time PCR 1 metody fluorymetrycznej nie s3 wzgledem siebie kompatybilne,
szczegolnie dla wysokich warto$ci stezen powyzej 100 ng/ul. Optymalna ilo§¢ DNA
do reakcji amplifikacji obejmuje zakres 0,1 — 0,6 ng i przektada si¢ na liniowa

zalezno$¢ z parametrem RFU.
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Etapy genetyczno — sadowej analizy materialu prowadzacej do uzyskania
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Znaczniki fluorescencyjne VIC, FAM, NED wykorzystane do znakowania
sond wykrywajacych sekwencje RPPHI1, SRY, IPC, uzyte w zestawie
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Krzywe reakcji amplifikacji sekwencji chromosomu Y (Duo Male) dla
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Duo Male wzgledem stezenia DNA wyrazona w skali liniowej., s. 29

Krzywa standardowa zaleznos$ci wartosci cyklu C; Duo Human 1 cyklu C,
Duo Male wzgledem stezenia DNA wyrazona w skali logarytmicznej., s. 30
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w badanych probach z widoczng tendencja wzrostowa cyklu C; dla
wysokich stezen (zakres akceptowalny C,= 28 — 31)., s. 32

Rycina 11. Wykres reakcji amplifikacji dla proby 7.18, dla ktérej odnotowano

najwyzsze stezenie ludzkiego DNA oraz me¢skiego DNA., s. 35
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Rycina 12. Wykres reakcji amplifikacji dla préby P74 K15, dla ktorej odnotowano
najnizszy prog detekcji meskiego DNA wystepujacego w mieszaninie
z zenskim 1 towarzyszacy mu efekt stochastyczny., s. 36

Rycina 13. Poréwnanie wynikow pomiaru stezen DNA — metodg real — time PCR
(Quantifiler DuoDNAQuantificationKit) oraz fluorymetryczng (Quant — 1T
HS dsDNA Kit)., s. 39

Rycina 14. Porownanie wynikdw pomiaru stezen DNA — metodg real — time PCR
(Quantifiler DuoDNAQuantificationKit) oraz fluorymetryczng (Quant — 1T
HS dsDNA Kit)., s. 40

Rycina 15. Zestawienie $rednich wysokosci sygnatu (RFU) z iloscig DNA uzyta
do reakcji PCR., s. 41

Rycina 16. Wykres zaleznosci $rednich wysokosci alleli (poziom RFU) od ilosci DNA
oraz liczby komorek, ktore poddano reakcji amplifikacji., s. 42
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X. Spis tabel

Tabela 1. Charakterystyka sekwencji genomu ludzkiego, dla ktorych zaprojektowane
zostaly sondy TagMan w zestawie Quantifiler Duo., s. 13

Tabela 2. Sktadowe mieszaniny reakcyjnej z wykorzystaniem zestawu Quantifiler Duo
DNA Quantification Kit., s. 20

Tabela 3. Rozcienczenia materiatow kontrolnych poddanych reakcji multipleks PCR
1 rozdzialowi elektroforetycznemu., s. 26

Tabela 4. Ocena powtarzalno$ci metody pomiaru stezenia DNA z wykorzystaniem
zestawu Quantifiler Duo DNA Quantification Kit., s. 33

Tabela 5. Analiza odtwarzalno$ci wynikow metodami statystycznymi., s. 34

Tabela 6. Analiza statystyczna poréwnujaca uzyskane pomiary stgzen prob
kontrolnych z ich stezeniami DNA podanymi przez producenta., s. 37
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XI. Wykaz skrotow wykorzystanych w pracy

CCD (ang. Charge Coupled Device) — kamera CCD

CODIS (ang. Combined DNA Index System) — system CODIS

C (ang. treshold cycle) — cykl progowy

Cv (ang. Coeficient of Variation) — wspdlczynnik zmiennosci
DH (ang. Duo Human DNA) — analiza sekwencji autosomalne;j
DM (ang. Duo Male DNA) — analiza sekwencji chromosomu Y
DNA (ang. deoxyrybonucleic acid) — kwas deoksyrybonukleinowy

DNA WG ENFSI (ang. DNA Working Group of the FEuropean Network
of Forensic Science Institutes ) — Grupa Robocza ds. DNA
Europejskiej Sieci Laboratoriow Nauk Sadowych

FBI (ang. Federal Bureau of Investigation) — Federalne Biuro
Sledcze

F, (ang. Fluorescence treshold) — prog fluorescencji

GEDNAP (ang. German DNA Profiling Group) — Niemiecka Grupa

ds. Profilowania DNA

ISO (ang. International Standards Organization) — Miedzynarodowa
Organizacja Normalizacyjna

IPC (ang. Internal PCR Control) — kontrola wewnetrzna/ wskaznik
inhibicji
ISFG (ang. International Society of Forensic Genetics)

— Migdzynarodowe Towarzystwo Genetyki Sadowej

LCN DNA (ang. Low Copy Number DNA) — niska liczba kopii DNA

LOL (ang. Limit of Linearity) — limit liniowosci

MDS (ang. Minimum Distinguishable Signal) — minimalny sygnat
réznicujacy
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mtDNA

PCR

PTMSiK

RFLP

RFU

ARn

RPPH1

SNP

SRY

STR

SD

SWGDAM

VNTR

(ang. mitochondrial DNA) — mitochondrialny DNA

(ang. Polymerase Chain Reaction)—tancuchowa reakcja
polimerazy

Polskie Towarzystwo Medycyny Sadowej 1 Kryminologii
(ang. Quencher) — wygaszacz

(ang. quantitative real — time PCR) — ilo§ciowa reakcja PCR
(ang. Reporter) — Reporter

(ang. R’ value) — wspbtezynnik determinacji

ang. Restriction F'ragments Lengnt Folymorpnism
R iction F Lenght Pol hi
— polimorfizm dlugosci fragmentow restrykcyjnych

(ang. Relative Fluorescence Unit) — wzglgedna jednostka
fluorescencji

(ang. normalized reporter signal) —znormalizowana warto$¢
reportera

(ang. Ribonuclease P RNA Component HI) — komponenta H1
rybonukleazy P RNA

(ang. Single Nucleotide Polymorphism) — polimorfizm
pojedynczych nukleotydow

(ang. sex — determining region Y) — region Y determinujacy ptec

(ang. Short Tandem Repeats) — krotkie sekwencje tandemowych
powtdrzen

(ang. Standard Deviation) — odchylenie standardowe

(ang. Scientific Working Group on DNA Analysis Methods)
— Naukowa Grupa Robocza ds. Analizy DNA

(ang. Variable Number of Tandem Repeats) — zmienna liczba
tandemowych powtdrzen
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Zalacznik nr 1.Karta pomiarow standardu z zestawu Quantifiler Duo DNA

XII. Zalaczniki

Quantification Kit oraz jego rozcienczen.

Proba [ng/pl] Zmienna N Srednie C; SD CV [%]
Duo Human 8 22,50988 0,532142 2,364036
200 Duo Male 8 22,86600 0,364581 1,594423
Duo IPC 8 29,99438 0,391158 1,304103
Duo Human 5 21,96140 0,546912 2,490333
200%* Duo Male 5 22,22960 0,565964 2,545993
Duo IPC 5 30,02180 0,338484 1,127462
Duo Human 5 21,57020 0,343750 1,593635
200** Duo Male 5 21,94700 0,238986 1,088925
Duo IPC 5 30,29900 0,285206 0,941305
Duo Human 4 23,04750 1,080459 4,687965
100 Duo Male 4 23,40650 0,858216 3,666572
Duo IPC 4 29,60950 0,184663 0,623660
Duo Human 3 24,50233 0,117534 0,479687
50 Duo Male 3 25,11900 0,054809 0,218196
Duo IPC 3 29,49100 0,079756 0,270441
Duo Human 6 26,86250 0,112019 0,417010
S# Duo Male 6 27,70050 0,133937 0,483518
Duo IPC 6 29,40967 0,066132 0,224865
Duo Human 4 30,09200 0,149882 0,498080
0,5 Duo Male 4 31,07200 0,266823 0,858726
Duo IPC 4 29,35475 0,112604 0,383596
Duo Human 2 32,25050 0,006364 0,019733
0,4 Duo Male 2 32,89550 0,164756 0,500846
Duo IPC 2 29,49050 0,082731 0,280536
Duo Human 6 32,89200 0,435894 1,325227
0,2 Duo Male 6 33,70033 0,575882 1,708832
Duo IPC 6 29,38950 0,173909 0,591738
Duo Human 6 33,35350 0,178688 0,535741
0,05# Duo Male 6 34,38317 0,302395 0,879487
Duo IPC 6 29,42983 0,083425 0,283472
Duo Human 2 35,84650 0,123744 0,345204
0,04 Duo Male 2 36,79400 0,100409 0,272895
Duo IPC 2 29,41450 0,009192 0,031251
Duo Human 5 35,52640 0,569490 1,603006
0,02 Duo Male 5 37,07520 1,121054 3,023730
Duo IPC 5 29,30600 0,137474 0,469097
Duo Human 3 37,19600 0,617350 1,659721
0,005 Duo Male 3A 37,39300 0,823072 2,201140
Duo IPC 3 29,45533 0,080008 0,271626

Duo Human 2N 37,07600 - -

0,004 Duo Male 2 - - -
Duo IPC 2 29,41550 0,084146 0,286059

N — liczba pomiaréw, SD — odchylenie standardowe, CV — wspotczynnik zmiennos$ci
1 Oznaczenia wykorzystane do sporzadzenia krzywej standardowej zaleznosci Ct wzgledem stezenia
# Analiza powtarzalnosci
* Analiza odtwarzalnosci (** drugi dzien pomiarowy)
~ Brak detekcji DNA w jednym pomiarze, ktorego nie uwzglgdniono do obliczenia $redniej
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Zalacznik nr 2. Karta pomiarow ludzkiego i meskiego DNA dla prob o charakterze
dowodowym.

Préba Stezenie Human i;ez(i?lliz Stezenie Male sstz;ez(irrllliz Ce MO%
[
DNA [ng/ul] (Cy) [ng/ul] DNA [ng/ul] (Cy) (ng/ul] IPC
29,067 (24,423)
29,911 (24,382) 29,489 0,034
29,724 (24,391) 0,029 (35,148)
10,469 (25,885) 20,096 0.1
35,943 (24,119) 0,025 (35,395) 29,082
124 76 358 (25.246) 26,151 0,029 (35,179) 0,027 29808 | !
16,670 (25,219) 21,091 (25,535) 29,504
2.1 19,534 (24,992) 18,256 27,605 (25,142) 24,261 29,524 -
18,563 (25,065) 24,088 (25,341) 29,690
72,474 (23,115) 107,206 (23,161) 29,676
2.6 71,270 (23,139) 71,872 102,890 (23,221) 105,048 29956 |
29,579 (24,398) 42,849 (24,500) 29,853
2.9 47,695 (23,714) 38,637 57,563 (24,069) 50,206 29316 |
64,675 (23,278) 69,683 (23,790) 29,517
212 53900 (23.544) 39,192 60,101 (24,006) 64,892 29398 |
2.24 871,201 (19,555) 871,201 931,632 (20,004) 931,632 30,965 -
17,383 (25,159) 0,306 (31,716) 29,745
3.1 21,662 (24,844) 19,522 0,311 (31,694) 0,308 29,607 1.6
216,691 (21,547) 1,032 (29,025) 30,127
36 233,997 (21,437) 225,344 2,062 (28,930) 1,997 30,885 0.9
132,150 (22,255) 0,425 (31,236) 30,356
39 7155398 (22.023) 143,774 0,422 (31,246) 0,424 30,022 %3
3.12 162,389 (21,960) 162,389 0,901 (30,139) 0,901 29,533 | 0,6
3.18 130,682 (22,271) 130,682 0,663 (30,586) 0,663 29,449 | 0,5
17,776 (25,127) 0,713 (30,481) 29,433
3.24 12,739 (25,604) 15,258 0,626 (30,671) 0,669 29,271 44
29,250 (24,414) 0,025 (35,373) 29,727
330 6 496 (25.234) 22,873 0,028 (35,199) 0,027 30014 %!
9,123 (26,082) 11,209 (26,458) 29,306
4.1 9,085 (26,088) 9,104 10,032 (26,620) 10,620 29250 |
7,518 (26,359) 8,808 (26,810) 29210
4.3 5,131 (26,906) 6,324 7,128 (27,119) 7,968 29,310
5,916 (26,702) 8,718 (26,825) 29,408
15,106 (25,360) 16,618 (25,883) 29,326
4.6 5,883 (26,710) 9,762 8,321 (26,893) 10,708 29772 |
12,140 (25,673) 9,177 (26,750) 29,719
4.12 76,319 (23,041) 76,319 83,665 (23,523) 83,665 29,499 -
6.8 339,544 (20,904) 339,544 - - 29,288 -
16023( 28,148 (24,469) 28,148 - - 29,088 -
6.8
100x 2,447 (27,966) 2,447 - - 29,069 -

1 Najwyzsze wartoéci stezenia DNA [ Najnizsze warto$ci stezenia DNA
[ 1 Najwyzsze warto$ci wskaznika IPC [ Najnizsze odsetki meskiego DNA w mieszaninie [M%]
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Zalacznik nr 2. Karta pomiarow ludzkiego i meskiego DNA dla prob o charakterze
dowodowym cd.

Préba Stezenie Human sstgei(llrllliee Stezenie Male sstf;z(érrllliee C; MO%
0
DNA [ng/ul] (Cy) (ng/ul] DNA [ng/ul] (Cy) (ng/ul] IPC
6.8
1000x 0,178 (31,720) 0,178 - - 29,094 -
6.12 42,831 (23,868) 42,831 - - 29,183 -
73 2,566 (27,898) 2,566 2,644 (28,567) 2,644 [29,120] -
203,773 (21,635) 258,307 (21,877) 29,778
76 197,467 (21,680) 200,620 36 951 (22.003) 247,629 o901
7.12 150,484 (22,069) 150,484 158,620 (22,589) 158,620 29,567 -
7.18 1317,355(18,963) 1317,355 1322,924(19,492) 1322,924 30,618 -
64,360 (23,285) 67,476 (23,837) 29,407
10.1 65,494 (23,260) 64,927 70,066 (23,782) 68771 9626 -
10.2 23,787 (24,710) 23,787 26,877 (25,181) 26,877 29,536 -
10.6 90,437 (22,798) 90,437 92,022 (23,384) 92,022 29,412 -
55,891 (23,487) 69,255 (23,799) 30,257
10.12 83,574 (22,911) 70,680 87,056 (23,465) 73,675 29,972 -
72,576 (23,113) 64,715 (23,398) 29,700
90,374 (22,799) 2,956 (28,404) 30,568
17.120 65,265 (23,265) 77,820 2,564 (28,612) 2,760 5054 | 30
171'530 8,175 (26,239) 8,175 0,282 (31,834) 0,282 29,230 3,5
18,772 (25,049) _ 30,327
PI41S 21,242 (24,872) 20,007 _ - 30,030 |

278,059 (21,190) 29,634
213,834 (21,566)
208,816 (21,600) 225,134
199,826 (21,663) 29,722
P74K15 | 20,200 (24,944) 10772 ; ] 29271
10x 19,344 (25,006) ’ _ 29,279
P74K15 9,022 (26,098) 5263 _ ] 29,034
100x 1,505 (28,662) ’ _ 29,081
P74K15
L000x 0,165 (31,828) 0,165 _ _ 29,083 | -
1,024 (29.213) 1,182 (29,742) 29,126
7P 0,942 (29,332) 0,983 1,084 (29,869) LIS o040 -
0,171 (31,773) _ 30,382
8 dz 0,176 (31,735) 0,174 _ - 30413 |
1,289 (28,884) _ 29,106
om 1,669 (28,514) 1,479 ; - 29,120
1,238 (28,941) 1,328 (29,572) 28,975
10p 1,011 (29,232) 1,124 1,264 (29,644) 1296 o046 | -
1,007 (29,237) 1,159 (29,771) 29,071
11dz 0,937 (29,341) 0,972 1,038 (29,932) 1099 9000 -
1,129 (29,073) _ 29,606
12m 0,535 (30,143) 0,832 _ - 29819 |

[ Najwyzsze wartosci stezenia DNA ) Najnizsze wartosci stezenia DNA
1 Najwyzsze wartosci wskaznika IPC [ Najnizsze odsetki meskiego DNA w mieszaninie [M%]
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Zalacznik nr 3. Karta pomiaréw materiatéw kontrolnych w procedurze walidacyjnej

Quantifiler Duo DNA Quantification Kit.

. Srednie . Srednie
Kontrola Stezenie stezenie Stezenie stezenie
Human DNA [ng/ul] (Cy) [ng/ul] Male DNA [ng/ul] (Cy) [ng/ul]
0,121(32,269) 0,117 (33,119)
i 0,085 (32,775) 0,081 (33,659)
0,075 (32,959) 0,101 (33,337)
0 1?;/“1 0,080 (32,870) 0,09 0,118 (33,108) 0,102
’ 0,076 (32,936) 0,068 (33,903)
0,137 (32,092) 0,126 (33,012)
0,871 (29,445) 1,007 (29,977)
. 0,989 (29,263) 0,948 (30,064)
0,604 (29,969) 0,836 (30,249)
5 ff;m 1,257 (28,920) 0,997 1,458 (29,436) 1,126
1,588 (28,585) 1,631 (29,272)
0,674 (29,811) 0,878 (30,177)
G 1,308 (28,863) 29,563 (1,337)
1,740 (28,454) 29,160 (1,761)
5 fl(;ul 1,822 (28,388) 1,652 29,100 (1,835) 1,615
1,738 (28,456) 29,370 (1,525)
s 0,059 (33,299) 0,039 (34,708)
0,079 (32,887) 0,090 (33,498)
0 I)Sg(/pl 0,073 (32,994) 0,068 0,094 (33,437) 0,077
’ 0,062 (33,229) 0,085 (33,590)
0,103 (32,499) - -
Ks 0,099 (32,554) _ .
0,101 (32,534) _ .
XX 0,090 (32,697) 0,091 ] ]
0,1 ng/ul
0,070 (33,052) ] ]
0,082 (32,820) ] ]
e 15,159 (25,355) ; _
6,371 (26,596) ] ]
XX 12,328 (25,651) 10,614 ; ]
10 ng/pl
8,597 (26,167) ] ]
K7 0,064 (33,192) - -
0,123 (32,245) ] ]
XX 0,089
0.1 ng/pl 0,108 (32,440) ] ]

0,060 (33,274)

65



Zalacznik nr 4.Karta pomiaréw do oceny zaleznosci $redniej wartosci RFU
wzgledem wsadowej ilosci DNA do reakcji PCR.

Ilos¢ DNA w 1ul [ng]

Ilo$¢ DNA w reakcji PCR [ng]

Srednia warto$¢ RFU
wysokosci pikow

6 19851,84

1 3 18156,36
0,2 0,6 8106,484
0,1 0,3 6525,427
0,05 0,15 4546,289
0,033 0,1 2953,664
0,02 0,06 2008,297
0,01 0,03 993,6719
0,005 0,015 581,3462
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OSWIADCZENIE

Ja nizej podpisana

Agnieszka Sobczak
studentka Wydzialu Farmaceutycznego
Uniwersytetu Medycznego w Lodzi
oSwiadczam, ze przedkladang prace magisterska pt.

»Walidacja systemu Quantifiler Duo do oznaczania amplifikowalnego specyficznie

ludzkiego DNA w probach genetyczno — sadowych.”

przygotowang pod kierunkiem dr hab. n. med. Renaty Jacewicz

napisalam samodzielnie.

Oznacza to, Ze przy pisaniu pracy, poza niezbednymi konsultacjami, nie korzystalem/am
z pomocy innych osob, a w szczegolnosci nie zlecalem/am opracowania rozprawy lub jej
istotnych czesci innym osobom, ani te nie odpisywaltem/am tej rozprawy lub jej istotnych

czesci od innych o0sob.

Prace opracowano zgodnie z ustawa z dnia 4 lutego 1994 r. o prawie autorskim i prawach pokrewnych

(t.j. Dz.U. 2006 nr 90 poz. 631 ze zm.)

Jednoczesnie przyjmuje do wiadomosci, Ze gdyby powyisze oswiadczenie okazalo sig

nieprawdziwe, decyzja o wydaniu mi dyplomu zostanie cofnieta.

L0dz, dnia 18.07.2015 eneesnesesassnesssessessnes

Podpis magistranta



